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Resumen y Abstract Xl

Resumen

El cancer es un grupo de enfermedades caracterizado por un crecimiento descontrolado
de células anormales y la colonizacién otros tejidos, que puede resultar en la muerte del
paciente. Estas enfermedades tienen una alta prevalencia, incidencia y mortalidad a nivel
mundial. Actualmente, existe un gran arsenal terapéutico para el tratamiento de estas
enfermedades, sin embargo existe una necesidad constante de buscar compuestos
nuevos y con mayor efectividad en la terapéutica de esta patologia.

Dentro de los compuestos de origen natural, que se han caracterizado por ser buenos
agentes citotéxicos, los diterpenos han mostrado ser uno de los metabolitos
especializados con mayor potencial para el tratamiento del cancer. Los organismos
marinos, como los octocorales y las algas, son una fuente prolifica de diterpenos,

convirtiéndolos en una fuente rica de agentes antitumorales.

Como parte de los estudios llevados a cabo al interior del grupo de investigacion Estudio
y aprovechamiento de productos naturales marinos y frutas de Colombia, sobre los
diterpenos aislados de octocorales, en este trabajo se evalué la actividad citotoxica de una
libreria compuesta por 32 miembros, de origen tanto natural como semisintético, frente a
tres lineas celulares de cancer humano, A549 (cédncer de pulmén), MCF7
(adenocarcinoma de mama) y PC3 (cancer de prostata) a través del ensayo de viabilidad
celular MTT. Asi, se seleccionaron tres diterpenos con actividad citotoxica frente a las tres
lineas celulares, los compuestos 1, 17 y 26, quienes presentaron valores de concentracion

inhibitoria 50 (ICso) menores a 30 pM.

Para determinar si los compuestos activos son inductores de la apoptosis 0 de necrosis,
se evalué el tipo de efecto citotdxico a través del uso de ensayos de citometria de flujo
empleando los fluorocromos Anexina V y 7AAD. Se evaluaron las concentraciones 1Cas,

ICs0 y IC75 de cada uno de los compuestos frente a linea celular A549. A través del analisis
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de la poblacién celular positiva para cada uno de los fluorocromos se determiné que los

tres compuestos fueron inductores de la apoptosis en esta linea celular.

Posteriormente, para determinar si la induccién de la apoptosis observada es a través de
un efecto antimitético, se evalud la interaccién de los tres ligandos con la tubulina por RMN.
Esto fue llevado a cabo, a través del experimento STD, donde fue posible determinar los
epitopos de union de cada uno de los ligandos. Adicionalmente, a través de medidas de
los tiempos de relajacion T1y T2 y del coeficiente de difusion se caracterizé completamente

la interaccién observada en el experimento STD.

Finalmente, un estudio computacional que incluyé estudios de acoplamiento molecular y
simulaciones de dinamica molecular en los sitios de unién del taxol y la colchicina fue
llevado a cabo para establecer un modelo de union ligando-receptor. Con esto se logré
proponer que estos ligandos interactian con la tubulina en el sitio de union del taxol,
encontrando interacciones con residuos clave de este sitio de unién, como la Thr276,
His229 y Arg284. Asi mismo, estas interacciones fueron observadas a lo largo de las

simulaciones de dindmica molecular indicando una alta estabilidad en este sitio de unién.

De esta manera, este estudio se presenta como punto de partida para la identificacion y
optimizacion de los diterpenos de origen marino seleccionados, con el objetivo de mejorar
sus propiedades antitumorales. También se resalta el poder que tienen la integracion de
estudios de interaccién por RMN, con ensayos de actividad biol6gica in vitro y predicciones

computacionales en la busqueda de compuestos con actividad antitumoral.

Palabras clave: Cancer; Apoptosis; Tubulina; Diterpenos; RMN; STD, Tiempos de

relajacion T1 y T», Docking molecular, Dinamica Molecular.
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Abstract

Cancer is a group of diseases characterized by the uncontrolled growth and spread of
abnormal cells to other tissues, that can result in the death of the patient. These diseases
have a high prevalence, incidence and mortality worldwide. Currently there is a large
therapeutic arsenal for the treatment of these diseases, however there is a constant need
for new and more compounds for the effective treatment of these diseases.

Among the compounds from natural origin, diterpenes have proved to be useful for the
treatment of cancer. Marine organisms, such as octocorals and algae, have been described
as prolific producers of these diterpenes, making them a rich source of antitumor agents.

As part of the studies made by the research group Estudio y aprovechamiento de productos
naturales marinos y frutas de Colombia, on the diterpenes isolated from octocorals, the
cytotoxic activity of a library composed of 32 members, of both natural and semi-synthetic
origin, was evaluated against three human cancer cell lines, A549 (lung cancer), MCF7
(breast adenocarcinoma) and PC3 (prostate cancer) through the MTT cell viability assay.
From these, three diterpenes with cytotoxic activity were selected by its activity against the
three cell lines here evaluated, namely compounds 1, 17 and 26, whose presented values

of inhibitory concentration 50 (ICso) lower than 30 pM.

In order to establish if the active compounds are apoptosis or necrosis inductors, the type
of cytotoxic effect was evaluated through flow cytometry analysis using the Annexin V and
7AAD fluorochromes. The inhibitory concentrations 1Cs, ICso and 1C7s of each compound
were evaluated against the cell line A549. Through the positive cell population analysis of
each fluorochrome, it was possible to determine that the three compounds are apoptosis

inductors in this cell line.

Then, in order to determine if the observed apoptosis was generated by an antimitotic
effect, the interaction with tubulin of the three ligands was assessed by an NMR study. With
the STD experiment it was possible to determine the binding epitopes of each ligand, and
the relaxation measurements T: and T, along with diffusion measurements allowed

completing the characterization of the interaction observed on the STD experiment.
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Finally, a computational study using molecular Docking and molecular dynamics
simulations at the binding sites of taxol and colchicine was carried out to establish a ligand-
receptor model. These computational methods allowed proposing that the ligands interact
with tubulin in the binding site of taxol by the observed interactions with key residues in this
binding site, such as Thr276, His229 and Arg284. Likewise, these interactions were
observed throughout the molecular dynamics simulations indicating a high stability in this

binding site.

Finally, this study represents a starting point for the identification and optimization of
selected marine diterpenes, with the aim of improving their antitumor properties. In addition,
the power of the integration of NMR interaction studies, with in vitro and computational
predictions in the search for compounds with antitumor activity is also highlighted in this

work.

Keywords: Cancer; Tubulin; Apoptosis; Diterpenes; NMR; STD NMR; Relaxation times T:
and T»; Molecular Docking; Molecular dynamics.
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Introduccioén

El cancer es uno de los mayores problemas de salud publica a nivel mundial, teniendo
altos indices de incidencia, prevalencia y mortalidad a nivel global [1]. Diferentes
investigaciones son llevadas a cabo para contribuir a la soluciéon de esta problematica,
dentro de las que se encuentran aquellas enfocadas en la blusqueda y descubrimiento de
agentes quimioterapéuticos los cuales podrian servir en el tratamiento de algunos tipos de
cancer, o en combinacién con otras estrategias podrian contribuir a la erradicaciéon de las
células tumorales [2], para lo cual se dirigen gran cantidad de esfuerzos a nivel mundial en
este tipo de investigaciones.

En este sentido, el hombre ha dirigido su mirada hacia la naturaleza en busca de
sustancias con actividad biologica. En sus origenes, y por mucho tiempo, los estudios
estuvieron dirigidos exclusivamente hacia los productos naturales vegetales, puesto que
venian de organismos con los que compartian su habitat. Un ambiente mucho mas hostil
para el ser humano como el océano, el cual representaba una fuente que lo proveyo6 casi
exclusivamente de alimentos, permanecié inexplorado hasta hace relativamente poco
tiempo. Este ecosistema constituye aproximadamente tres cuartas partes de la superficie
de la tierra y actualmente representa una fuente rica de nuevos compuestos quimicos,
particularmente en ambientes tropicales debido a la diversidad biolégica y quimica alli

presente [3]-[6].

Al respecto, nuestro pais no so6lo se encuentra en la zona intertropical, sino que
adicionalmente cuenta con dos costas, las cuales, a pesar de los esfuerzos de un pequefio
grupo de investigadores, siguen siendo poco exploradas desde el punto de vista quimico
y en sus posibles aplicaciones terapéuticas. El grupo de “Estudio y aprovechamiento de
productos naturales marinos y frutas de Colombia” de la Universidad Nacional de Colombia
durante sus mas de 30 afos de trayectoria, se ha encargado de contribuir al estudio de

diversos organismos presentes en el Caribe Colombiano, encontrando una gran variedad
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de moléculas con actividades biologicas, como los diterpenos, provenientes principalmente
de organismos como los octocorales y algas. Generando una lista de mas de 50
compuestos aislados y mas de 20 analogos semisintéticos, de los cuales su potencial como
agentes citotdxicos no ha sido suficientemente explorado. Por esta razon, se requiere dar
un siguiente paso en la evaluacion de su actividad citotoxica y posibles aplicaciones como

agentes antitumorales.

Para el descubrimiento de estos agentes, multiples herramientas tanto bioquimicas como
biofisicas se han desarrollado, siendo estas Ultimas las mas ampliamente distribuidas en
las campafias de descubrimiento de farmacos debido a la implementacion del high
throughput screening (HTS). Recientemente, la proporcién de resultados falsos positivos
y/o inadecuados obtenidos a partir de esta metodologia ha ido en aumento [7], [8],
haciendo necesaria la introduccion de otro tipo de herramientas que complementen los

resultados obtenidos por HTS y permitan obtener resultados mas informativos y fiables.

Una de las herramientas empleadas es la resonancia magnética nuclear (RMN), la cual se
usa en estos programas desde hace mas de 20 afios, principalmente por la versatilidad
gue ésta ofrece logrando ser aplicada no solo en los procesos de descubrimiento de
farmacos sino en los de optimizacion para la obtencién de compuestos lideres [9]. La RMN
permite la identificacion de los epitopos de unién con una resolucién a nivel atdbmico de
moléculas pequefias, como compuestos organicos de bajo peso molecular, péptidos y
oligosacaridos, mientras estos estan interactuando con biomoléculas, como proteinas y/o
acidos nucléicos [10]; ademas permite una caracterizacion completa de la interaccién
ligando-receptor y la determinacion del sitio de unién especifico para los ligandos en el
receptor. Adicionalmente, es posible obtener informacion acerca de la conformacion de
union en la macromolécula, junto con el mapeo farmacoférico el cual permite llevar a cabo
estudios de relacion estructura actividad (REA) en etapas posteriores del proceso de

descubrimiento de farmacos [11]-[13].

De manera complementaria, los métodos computacionales han creado una relacion
sinérgica con las técnicas experimentales en el proceso de descubrimiento racional de
farmacos, ya que las técnicas biofisicas, como la RMN, proveen solo la evidencia de la
unioén entre los ligandos y la proteina de interés a través de la deteccién de los nucleos

mas abundantes naturalmente (*H, *C y '®*N), y en su gran mayoria son incapaces de
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indicar las interacciones de tipo polar que se pueden presentar en las cavidades proteicas.
Es asi como los estudios de acoplamiento molecular proveen informacion acerca del modo
de union y el tipo de interaccion de los ligandos que presentan afinidad fisica con la
macromolécula de interés. Debido a que la presencia de esta afinidad fisica no se
correlaciona inequivocamente con la presencia de actividad biol6gica es necesario el
complemento de estos estudios con metodologias in vitro e in vivo que terminen de dar
soporte experimental a las interacciones descritas por RMN y predichas o explicadas por

célculos computacionales.

Asi, este trabajo parte de la necesidad de implementar experimentos de RMN que aporten
una mayor cantidad de informacién en proyectos de descubrimiento de farmacos, lo cual,
junto con su integracién con la informacion generada por métodos computacionales
permite comprender la interaccion ligando-receptor, para asi contribuir a la descripcion de
los mecanismos de accién de farmacos, siendo esta la primera investigacién desarrollada

en esta area, tanto en el grupo de investigacion, como en el pais.

Esta investigacion contribuye al conocimiento de la potencial aplicacion terapéutica que
tiene una libreria de diterpenos producidos por organismos marinos para ser empleados
como agentes citotdxicos, siendo este el primer paso para un futuro aprovechamiento de
la biodiversidad marina colombiana en la busqueda de compuestos lideres para el

desarrollo de farmacos.

Para esto se planteé como objetivo general: Evaluar el potencial citotdxico que tienen una
libreria de diterpenos de origen marino, a través de la integracion de herramientas
computacionales y biofisicas con ensayos de actividad citotoxica in vitro. Para cumplir con
esto se plantearon como objetivos especificos: 1-ldentificar moléculas activas a partir de
una libreria de diterpenos marinos por medio de ensayos de viabilidad celular. 2-
Determinar la afinidad que tienen los compuestos con mejor perfil de actividad citotoxica
frente al blanco molecular tubulina, haciendo uso de experimentos de RMN como STD,
TRNOESY, entre otros. 3-Establecer un modelo de union ligando-receptor mediante

estudios de acoplamiento molecular entre los compuestos mas promisorios y la tubulina.

Los resultados se presentaran de manera conjunta y complementaria para cada uno de los

pasos de la evaluacion de la libreria de diterpenos marinos. Comenzando con los
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resultados de actividad citotoxica frente a tres lineas celulares de cancer humano,
empleada aqui como estrategia de tamizaje. Para los compuestos que presentaron
actividad citotoxica frente a las tres lineas celulares evaluadas se realiz6 una
caracterizacion preliminar de los procesos de muerte celular logrando ver si la citotoxicidad
era el resultado de procesos de apoptosis 0 necrosis. Aquellos compuestos que fueron
inductores de la apoptosis en células cancerosas fueron evaluados frente a la tubulina a
través de experimentos de RMN como STD, medidas de tiempos de relajacion T1y T2 y
determinacion de coeficiente de difusion. Estos compuestos fueron sometidos a
predicciones computacionales, como acoplamiento molecular y simulaciones de dinamica
molecular para establecer un modelo de unién ligando-receptor de estos compuestos con
la tubulina.



l.Integracion de experimentos de RMN,
métodos computacionales y ensayos de
actividad biolégica para la evaluacién de la
actividad citotoxica de una libreria de
diterpenos marinos

1.1 Aspectos tedricos y estado del arte

1.1.1 Una mirada hacia el cancer

El cancer es un grupo de enfermedades caracterizadas por el crecimiento descontrolado y
propagacion de células anormales. Si la propagacion no es controlada, esta puede resultar
en la muerte. A pesar de que la causa de muchos tipos de cancer permanece desconocida,
particularmente para aquellos que ocurren durante la infancia, se han identificado algunos
factores de riesgo asociados a la aparicion de cancer tales como factores del estilo de vida
(el tabaco y el sobrepeso) y factores inherentes (mutaciones genéticas, condiciones
hormonales e inmunes, etc.). Estos factores de riesgo pueden actuar de manera
simultadnea o secuencial para iniciar y/o promover el crecimiento tumoral. Alrededor de 10
afos transcurren después de la exposicion a factores externos y la aparicion de un cancer
detectable [14], [15].

De acuerdo con la organizacion mundial de la salud (OMS) se estima que el cancer causa
mas muertes que todas las enfermedades cardiacas coronarias o los infartos y se espera
gue para el afio 2025 se reporten cerca de 20 millones de nuevos casos. Segun los datos
reportados por GLOBOCAN, 18.1 millones de nuevos casos de cancer y 9.6 millones de

muertes fueron reportadas en el 2018. Los tipos de canceres mas comunmente
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diagnosticados fueron el cancer de pulmén (2.09 millones), cancer de seno (2.08 millones)
y cancer colorrectal (1.85 millones). Los cancer que causaron mas muertes fueron el
cancer de pulmon (1.76 millones de muertes), cancer colorrectal (880.792 muertes) y
cancer de estdmago (782.685 muertes) [1] (Figura 1.1).

Number of new cases in 2018, both sexes, all ages Number of deaths in 2018, both sexes, all ages

Lung
2093876 (11.6%)

Lung
1761 007 (18.4%)

Breast
2088 849 (11.6%)

Other cancers
3422 417 (35.8%)
Other cancers
7753 946 (42.9%) Colorectum

1849518 (10.2%)

Prostate Prostate

1276 106 (7.1%) 358 989 (3.8%)
Stomach Pancreas
1033701 (5.7%) 432 242 (4.5%)

Oesophagus Liver Oesophagus Breast
572034 (3.2%) 841080 (4.7%) 508 585 (5.3%) 626 679 (6.6%)

Colorectum
880 792 (9.2%)

Stomach
782 685 (8.2%)

Cervix uteri
569 847 (3.2%)

Liver
781 631 (8.2%)

Total: 18 078 957 cases Total: 9 555 027 deaths

Figura 1.1 Numero de nuevos casos y muertes para ambos sexos reportados en el afio
2018. Tomado de GLOBOCAN 2018 [1]

Para Colombia, en el afio 2018, se reportaron 101.893 nuevos casos de cancer y 46.057
muertes. [1]. Entre los hombres, las principales localizaciones de cancer fueron: prostata,
estbmago, pulmén, colorrectal, pulmén y linfomas no-Hodking. Entre las mujeres, las
principales localizaciones fueron: mama, colorrectal, tiroides, cérvix, y estbmago. En el
caso de los nifios, el cancer no representa méas del 3 % de los casos nuevos del pais, pero
si presenta altas tasas de mortalidad, especialmente por leucemias agudas pediatricas
[16], [17].

Respecto a la enfermedad, las células cancerosas se diferencian de las células normales
de mudltiples maneras dentro de las cuales esta la capacidad de crecer sin control y
convertirse en células invasivas. Dentro de estas caracteristicas, una de las principales
diferencias radica en el grado de especializacion celular, ya que las células cancerosas
son menos especializadas que las células normales. Esto debido a que las primeras tienen
tiempos de maduracion mucho mas cortos que las células normales [18]. Adicionalmente,
las células cancerosas pueden ignorar las sefiales de muerte celular programada, las

cuales mantienen la homeostasis de la division celular como lo son las rutas apoptoéticas.



Actualmente, existen alrededor de 100 tipos diferentes de cancer. La mayoria de estos
toman el nombre del érgano o de las células en donde empiezan; por ejemplo, el cancer
gue empieza en estdmago se llama cancer de estdbmago, el cancer de seno comienza en
el seno, etc. Linfoma es un tipo de cdncer que empieza en el sistema linféatico y leucemia

es cancer que empieza en los globulos blancos (leucocitos) [19].

Muchos tipos de cancer inician con la aparicién de lesiones precancerosas que preceden
el desarrollo de carcinomas invasivos y estan asociadas a un riesgo elevado de la apariciéon
de cancer. Es mas probable la aparicién de un tipo de cancer a partir de estas lesiones
gue de sus contrapartes sanas (Figura 1.2) [20]. Estas lesiones estan caracterizadas por
caracteristicas histolégicas e inmunohistolégicas anormales, combinadas con alteraciones
moleculares y que posteriormente pueden transformarse en cancer invasivos, pasando por
estados de hiperplasia y displasia. Inicialmente, el tejido normal presenta hiperplasia, el
cual es caracterizado por un aumento en el nimero de células que componen el tejido,
pero al microscopio se sigue viendo normal generando infiltracion de células inmunes.
Posteriormente, este tejido hiperplasico presenta displasia en donde las células se
observan anormales, pero no son cancer. Finalmente, este tejido puede convertirse en un
cancer invasivo, en el cual, como se observa en la Figura 1.2, hay una alta infiltracion de

células inmunes [20].
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Figura 1.2 Transicion de una lesion precancerosa a un cancer invasivo. Tomado de The
Making of a PreCancer Atlas: Promises, Challenges, and Opportunities 2018 [20].

Autores como Hanahan y Winberg identificaron seis caracteristicas principales en los
tumores humanos, dentro de los cuales se pueden encontrar: la capacidad de ser
autosuficientes en las sefiales de crecimiento, insensibilidad a las sefiales anti
proliferativas, evasion de la muerte programada (apoptosis), potencial replicativo ilimitado,
angiogénesis sostenida y la capacidad de invadir tejidos y generar metastasis [21], [22]

convirtiéndose esta sefiales en potenciales blancos terapéuticos en la terapia anti-cancer.

1.1.2 Muerte celular

La muerte celular en un proceso fundamental cuya regulacién es altamente compleja, asi
como los procesos de divisién y diferenciacién celular. En un contexto fisiolégico como el
desarrollo embrional y la renovacién de los tejidos, o0 como una respuesta patologica al
dafio celular y patégenos infecciosos, la muerte celular es orquestada con multiples

propositos que benefician al organismo [23].

La muerte celular se manifiesta con alteraciones morfoldégicas macroscopicas, que

generan morfotipos caracteristicos que representan el mecanismo de muerte celular



generado. En la muerte celular tipo | o apoptosis, se observa contraccion citoplasmatica,
condensacién de la cromatina (piknosis), fragmentacion del nucleo (karyorrhexis) y
alteracion de la membrana plasmatica (blebbing). Este proceso culmina con la formacién
de pequefias vesiculas aparentemente intactas, denominadas cuerpos apoptéticos. Estos
son eficientemente tomados por células vecinas con actividad fagocitica y degradados por
accion de lisosomas [24]. La muerte celular tipo |l o autofagia, es caracterizada por una
alta vacuolizacion del citoplasma y similarmente termina con la fagocitacién y consecuente
degradacién lisosomal por células especializadas.[25]. Finalmente, la muerte celular tipo
Ill 0 necrosis, no presenta caracteristicas distintivas de los tipos | y II. En su finalizacion se

observan los residuos celulares en ausencia de actividades fagociticas y lisosomales [26].

La muerte celular tipo | o apoptosis, es uno de los mecanismos mas estudiados hasta el
momento y el preferido en la induccién de muerte celular en células cancerosas, debido a
su alto grado de regulacién [27], [28], por lo cual esta revision se enfocara en este
mecanismo de muerte celular. Existen dos rutas principales por las cuales se puede

generar apoptosis, la via intrinseca y extrinseca (Figura 1.3) [29].

Extrinsic pathway Intrinsic pathway Extrinsic pathway
Stimuli (1) Stimuli (3) Stimuli (2)
(TNF, TNFSF10, and FASLG) (DNA damage and metabolic stress) (Withdrawal of ligands)
l - Pro-apoptotic BCL2 \ Anti-apoptotic BCL2 l
—» MOMP —
Death receptors (BAX and BAK1) (BCL2 and BCL2L1) Dependence receptors
(TNFRSF1A, TNFRSF10A, and FAS) (UNCS5B and DCC)
Release of the mitochondrial proteins
l+FADD (CYCS, DIABLO, and HTRA2) l
* +APAF1
Pro-CASP8 and pro-CASP10 tBID Pro-CASP9
Pro-CASP9
o> o= o= o
CASP8 and CASP10 — BID CASP9 CASP9

f

= Effector caspases B
»~ (CASP3, CASP6, and CASP7)

Apoptosis

Figura 1.3 Apoptosis extrinseca e intrinseca. La apoptosis extrinseca es mediada por
estimulos externos y la interaccion con receptores de muerte celular, para la activacion de
las caspasas 8 y 10, y posteriormente activacion de los efectores de la apoptosis. La

apoptosis intrinseca por otro lado es inducida por alteraciones intracelulares, que perturban
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la membrana externa de la mitocondria, activan la caspasa 9 y finalmente las caspasas 3,
6y 7 (efectores). Tomada de [30]

Via intrinseca. La apoptosis intrinseca puede ser iniciada por una amplia variedad

de perturbaciones en el microambiente celular, dentro de estas se pueden
encontrar disminucion del factor de crecimiento, dafio en el ADN, estrés en el
reticulo endoplasmético, una alta concentracion de especies reactivas de oxigeno
(ROS), estrés en la replicacion celular, alteraciones en los microtdbulos o defectos
mitéticos [31]-[34]. El paso critico para la apoptosis intrinseca es la
permeabilizacién de la membrana externa de la mitocondria (MOMP) [35], [36], esta
es controlada por las proteinas de la familia BCL2. Estas proteinas (BAX, Puma,
Noxa y Siva) generan la permeabilizacion de la membrana de la mitocondria a
través de la formacion de canales que facilitan el transporte de elementos
activadores de la apoptosis, como el citocromo C [37]-[39]. Adicionalmente, estas
proteinas pueden interactuar con otras proteinas como el canal dependiente de
voltaje aniénico (VDAC) para generar canales en la membrana [40]. En el citosol,
el citocromo C se une al factor apoptético activante de proteasas (APAF-1) el cual
genera el apoptosoma que finalmente recluta y activa la pro-caspasa 9. Finalmente,
la caspasa 9 activa las pro-caspasas 3, 6 y 7 las cuales en su forma activa son los
efectores de la apoptosis, gracias a su actividad proteolitica y su amplia variedad
de sustratos [41].

Via extrinseca. En esta via la muerte celular es iniciada por perturbaciones del

microambiente extracelular [42], [43]. La apoptosis extrinseca es principalmente
mediada por dos tipos de receptores de membrana: receptores de muerte, cuya
activacion depende de la union de ligandos afines por estos receptores; receptores
de dependencia, cuya activacion ocurre cuando los niveles de un ligando especifico
alcanza una concentracion critica para activar este receptor [44], [45]. Dentro de
los receptores de muerte celular se pueden encontrar: receptor de muerte
superficial (FAS, también conocido como CD95 o APO-1) y la superfamilia del factor
de necrosis tumoral (TNF): 1A (TNFRSF1A, mejor conocido como TNFR1), 10a
(TNFRSF10A, mejor conocido como TRAILR1 o DR4) y 10b (TNFRSF10B), mejor
conocido como TRAILR2 o DR5) [46], [47]. Tras la unién del ligando especifico al
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receptor de muerte celular, se genera la formacion de un complejo multi proteina al
interior de la célula, denominado “complejo de sefnalizacion de muerte inducida”
(DISC) [48]. Existen dos tipos de complejos, el complejo | y Il, los cuales operan
como una plataforma para regular la activacion y funcion de las caspasas 8 y 10,
las cuales posteriormente activaran los efectores de la apoptosis (caspasas 3, 6 y

7), siendo este el punto en comudn de la via intrinseca [49].

Los microtdbulos, hacen parte fundamental de varios procesos que son vitales para la
célula debido a que son los componentes principales del citoesqueleto, estan involucrados
en el transporte intracelular, son los encargados de procesos de motilidad y morfologia
celular asi como en la division celular. Adicionalmente, estan involucrados en varios

procesos diferenciales en las células tumorales.

Estos son constituidos por la polimerizacién de las subunidades alfa y beta de la tubulina,
existen en un estado dinamico continuo de elongacion y disminucion del tamafio a través
de la asociacion y disociacién reversible de las subunidades alfa y beta de la tubulina [50].
Los microtubulos cumplen diferentes funciones en varios procesos celulares. son el
componente principal del citoesqueleto, estan involucrados en la segregacion de los
cromosomas durante el evento mitético, en la formacion del uso mitético, asi como en la

motilidad y otros procesos celulares fundamentales [51], [52].

El proceso dinamico de polimerizacion-depolimerizacién de la tubulina es esencial para el
proceso de la segregacion de los cromosomas, cualquier interferencia en la dinamica de
los microtdbulos tiene un impacto significativo en el proceso de division celular que podrian
terminar en defectos genéticos [53]. Es por esto que la segregacién de los cromosomas es
uno de los procesos mas criticos en la division celular, gobernado completamente por la
accion de los microtubulos. La presencia de puntos de control (check points) detectan
defectos en este proceso, deteniendo asi el evento mitético e induciendo la muerte celular

programada o apoptosis a través de la activacién de la via intrinseca [54].

Con ese panorama diferentes estrategias terapéuticas han sido desarrolladas, dentro de
estas se tienen: la cirugia, la radioterapia, la inmunoterapia, la terapia dirigida, la terapia
hormonal, el trasplante de células madre, la medicina de precision y la quimioterapia. Esta
Gltima consiste en la utilizacion de farmacos para erradicar a las células cancerigenas. La

guimioterapia actta a través del detenimiento o disminucién del crecimiento de este tipo
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de células, las cuales crecen y se dividen rdpidamente [55]; esta terapia puede tener tres

objetivos diferentes: curar, controlar o atenuar los sintomas generados por la enfermedad.

Actualmente existen mas de 100 agentes quimioterapéuticos que son usados para el
tratamiento del cancer, solos o en combinacidén con otros agentes o terapias. Estos tienen
diferente composicion quimica, mecanismos de accién diferentes y efectos colaterales
diversos. Estos pueden ser: agentes alquilantes, antimetabolitos, antibidticos
antitumorales, inhibidores de topoisomerasa, inhibidores mitéticos y corticoesteroides

entre otros [56].

Como se menciond anteriormente, la tubulina juega un rol muy importante en el desarrollo
procesos celulares fundamentales, haciéndola un buen blanco terapéutico en la busqueda
de agentes para el tratamiento del cancer. Asi, los microtibulos y su dinamica con blancos
terapéuticos para un diverso grupo de sustancias, denominadas agentes antimitéticos.
Estos agentes interactiian con la tubulina en diferentes sitios de unién, interfiriendo con la
dindmica de la tubulina y ejerciendo asi su actividad antimitética [57]. Esta interferencia en
la dinAmica de la tubulina puede ser generada a través de la estabilizacion o
desestabilizacion del proceso de polimerizacion de la tubulina para generar los
microtlibulos. En ambos casos la alteracién de este proceso culmina en la muerte celular
[58].

Finalmente, la presencia de varios isotipos de B-tubulina durante los procesos de
carcinogénesis, como la B-tubulina clase 11l en cancer de pulmoén [59], B-tubulina clase IV
en cancer de higado [60] y la B-tubulina clase V en céncer epitelial [61], hacen necesaria
la continuidad en la busqueda de agentes antimitoticos que contribuyan al tratamiento de

estos tipos de céncer.

1.1.3 Diterpenos y el cancer

Dentro de la gran diversidad estructural que ofrecen los compuestos de origen natural, los
diterpenos tienen un gran potencial en el desarrollo de farmacos para el tratamiento del
cancer [62]. Estos compuestos son una clase estructuralmente diversa los cuales tienen

como nucleo basico 20 &tomos de carbono, se encuentran ampliamente distribuidos en la
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naturalezay son originados por la condensacion de cuatro unidades de isopreno derivados
de la ruta biosintética del mevalonato [63]. La biosintesis de estos metabolitos es llevada
a cabo en tres pasos principales, los cuales contribuyen cada uno a la diversidad
estructural de estos compuestos [64].

Inicialmente, las enzimas terpensintasas (TPS) convierten las unidades lineales de
isopreno en diterpenos lineales o ciclicos funcionalizados con dobles enlaces o alcoholes
en sus estructuras, generando asi los nlcleos basicos de cada diterpeno [65]. Las
variaciones en estas funcionalizaciones y ciclaciones son las responsables de alta
diversidad en nucleos estructurales reportada [66]-[69]. Posteriormente, estos ndcleos son
usualmente oxidados en posiciones especificas y con estereoquimica definida por accién
de las enzimas oxigenasas del complejo citocromo P450 (CYPs) [70], las cuales se
caracterizan por contener un grupo hemo en su estructura, pueden ser encontradas en
todas las especies y son consideradas como uno de los principales contribuyentes a la
amplia diversidad metabolica observada en estos compuestos. Estas enzimas catalizan
una amplia gama de reacciones, en donde se incluyen oxidaciones, deshidrataciones,
ruptura de enlaces C-C, descarboxilaciones, dimerizaciones, isomerizaciones, reducciones
y rearreglos de los nucleos basicos mediante la formacién de enlaces C-C. El nUmero de
diterpenos identificados que provienen de reacciones con CYPs excede el numero de
CYPs conocidas que estan involucradas en la biosintesis de estos compuestos [71], [72].
Esto muestra una alta promiscuidad en el sustrato para estas enzimas y la capacidad que
estas tienen para llevar a cabo oxidaciones en diferentes posiciones del sustrato, resultado
de una ventaja evolutiva para la supervivencia de los organismos [73], [74]. Finalmente, en
ocasiones ocurre un paso de funcionalizacién adicional de los diterpenos oxidados, en
donde se observa la adicion de grupos acilo, benzoilo, glicosilaciones e incluso la adiciéon

de grupos alcaloidales [64].

Es asi como mas de 55.000 estructuras han sido identificadas, generando una amplia
diversidad estructural que se ve reflejada en la gran variedad de actividades biolégicas que
estos tienen [64], [75], [76]. Dentro de estas la actividad antitumoral es una de las mas
promisorias, varios diterpenos con potencial antitumoral y sus derivados han sido descrito
actualmente como la oridonina [77], el andrografdlido [78], diterpenos derivados del tabaco

dentro de los cuales se resaltan aquellos con nucleo cembrano [79].
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Actualmente, un derivado del triptdlido (Figura 1.4 A) un diterpeno obtenido de la vid del
dios del trueno, Tripterygium wilfordii [80] se encuentra en la fase Il de los estudios clinicos
para el tratamiento de pacientes con cancer de pancreas que no responden al tratamiento
convencional [81]. Este derivado es el minnelido (Figura 1.4 B) un pro farmaco del tripolido,
el cudl al aumentar su solubilidad en agua se observa una disminucién en los efectos

téxicos observados en el triptolido y mantiene la actividad observada en el triptélido [82].

OH
A o = B "
‘\\\\\\\E H \\\\\\g B
: ,\\\‘\\\\ X B s
: R o
o .
A 2 P. a
E B O/\O/ |\ 2
= = \\\\‘
0 o o o™ ® @
Na

o o)

Figura 1.4 Estructuras quimicas del triptdlido (A) y su derivado minnélido (B).

El ejemplo mas relevante de diterpenos como agentes terapéuticos en el tratamiento del
cancer, es el paclitaxel (Figura 1.5 A) un diterpeno aislado de la corteza del tejo del pacifico
Taxus brevifolia, el cual hoy en dia hace parte del set terapéutico para tratar diferentes

tipos de cancer [83].

Figura 1.5 Estructuras quimicas del paclitaxel (A) y la eleuterobina (B).
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Como se mencion6 anteriormente, los diterpenos son una clase altamente diversa en
términos tanto estructurales como de actividad bioldgica, siendo la actividad antitumoral
una de las més promisorias y prolificas hasta el momento. En un principio, el conocimiento
y aprovechamiento de esta diversidad era solo hecha en medios terrestres,
especificamente hablando sobre los diterpenos derivados de organismos como las plantas.
Varios nucleos estructurales que se encuentran en organismos terrestres son también
encontrados en otro tipo de organismos como lo son los organismos marinos. Dentro de
estos nudcleos, se encuentran los diterpenos con nucleo cembrano los cuales son

ampliamente distribuidos en el ecosistema marino [84].

Dado que en el ecosistema marino las condiciones medioambientales son extremas
presentando alta salinidad, alta presion, baja concentracion de nutrientes, bajas
temperaturas, poco espacio para el asentamiento, entre otras, esto hace que los
organismos que alli viven se vean obligados a desarrollar habilidades para su
supervivencia en dicho ambiente. Derivado de estas estrategias de supervivencia, se
genera una enorme diversidad estructural en los metabolitos especializados producidos
por estos organismos, en donde si bien se comparten nucleos basicos de diterpenos con
organismos terrestres también existen ndcleos que son exclusivos del ecosistema marino
como es el caso de los briaranos, los cudles son una clase estructuralmente amplia y
presentan varios tipos de actividades biolégicas, siendo la actividad antitumoral y

antiinflamatoria las que mas se han evaluado [85].

Un ejemplo de diterpenos marinos con actividad antitumoral es la eleuterobina (Figura 1.4
B), un diterpeno glicosilado aislado del octocoral caribefio Erythropodium caribaeorum.
Este diterpeno fue descrito por primera vez en un estudio desarrollado por Lindel y
colaboradores en el octocoral Eleutherobia sp. recolectado en Australia [86].
Posteriormente, en la Universidad British Columbia en Canada, el Profesor Raymond
Andersen en la busqueda de compuestos con actividad antimitética de organismos
marinos, aislo la eleuterobina y seis nuevos analogos denominados desmetileleuterobina,
desacetileleuterobina, isoeleuterobina A, Z-eleuterobina, caribaeosido y caribaeolin [87].
La eleuterobina presenté actividad citotoxica frente a lineas celulares de cancer de colon
multiresistente, presentando un mecanismo de accién asociado a la estabilizacion de los
microtubulos de tubulina, impidiendo la terminacién del ciclo celular y conllevando a la

muerte celular, un mecanismo de accién similar al del Paclitaxel [88].
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Asi, los organismos marinos son considerados una fuente prolifica de diterpenos con
actividad anti-cancer. Alrededor del 40 % de los compuestos aislados de organismos
marinos cada afio, corresponden a terpenos, de estos, mas del 50 % tienen actividad anti
cancer (Figura 1.6) [89]. Dentro de estos, son varios los nicleos de diterpenos con
actividad citotéxica como los dollabelanos, hidroazulenoides, xenianos, entre otros (Figura
1.7). Estos, en su mayoria, han sido aislados de algas marinas pertenecientes a la familia
Dictyotaceae y de octocorales de diferentes familias [90].
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Figura 1.6 Proporcion de actividades biologicas por tipo de compuestos aislados de
organismos marinos [89].
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Figura 1.7 Algunos nucleos estructurales de diterpenos con actividad citotéxica. (A)

cembranos, (B) dollabelanos, (C) briaranos, (D) xenianos y (E) guaianos.

Las protoxenicinas Ay B (Figura 1.8 A y B), diterpenos con nucleo xenicano aislados del
coral blando Protodendron repens, presentaron buenos valores de actividad citotéxica
contra lineas celulares de cancer de seno (MDA-MB-231), cancer de colon (HT-29) y
cancer de pulmon (NSLC A-549), con valores de concentracion letal 50 (CLso) para la
protoxenicina A de 3.8, 2.2 y 1.1 uM respectivamente. De igual manera, la protoxenicina B
presento valores de 2.4, >17.2 'y >17.2 uM para cada una de las lineas celulares [91]. Por
otro lado, los diterpenos de nudcleo eunicelano como los paquicladinos (Figura 1.8 C)
producidos por el coral blando Cladiella pachyclados tienen un buen perfil de actividad anti
cancer, a través de la inhibicion del receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR);

con valores alrededor de 1.0 pM para este tipo de compuestos [92].
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Figura 1.8 Estructuras quimicas de las protoxenicinas Ay B (A, B) y del paquicladino A

(©).

Otro tipo de ndcleos estructurales con actividad citotdxica son los cembranos, los cuales,
en varios reportes, han presentado buena actividad citotéxica contra diferentes lineas
celulares como SF-268 (cancer del sistema nervioso central), MCF-7 (adenocarcinoma
mamario), H460 (cancer de pulmoén), entre otras [93]. Como ejemplo, un estudio de
acoplamiento molecular llevado a cabo con diterpenos de nucleo cembranoide, como los
sarcofitélidos, se encontr6 una alta afinidad con proteinas como la tubulina, presentando
una conformacion bastante similar a la reportada en la estructura cristalina con el ligando
podofilotoxina [94]. Otro ejemplo de nucleos de diterpenos con potencial como agentes
citotéxicos son los briaranos [85]. Dentro de estos, los gemmacoélidos AS-AY presentaron
actividad citotoxica frente a la linea celular MG-63 (osteosarcoma humano) con valores de
7.2 UM [95].
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1.1.4 Métodos para la evaluacion de la actividad citotoxica

Uno de los métodos mas ampliamente usados para la determinacion de la actividad
citotdéxica de compuestos, ya sea de origen natural, semisintético o sintético, son los
ensayos de viabilidad celular, los cuales son disefiados para medir actividades celulares
atribuidas a la supervivencia celular. Esta actividad se mide por biomarcadores tipicos de
actividad metabodlica como las enzimas reductasas mitocondriales [96]. La premisa de
estos ensayos radica en que estas actividades son directamente proporcionales al numero

de células viables después de un periodo de tratamiento.

Los ensayos basados en la reduccién de los colorantes derivados de la resazurina se han
convertido en uno de los primeros indicadores de viabilidad celular. La inherente capacidad
reductiva de las células viables puede ser convenientemente medida haciendo uso de un
indicador redox, como el colorante resazurina y sus derivados [97]. Este es soluble bajo
condiciones fisiolégicas y puede ser afiadido directamente a los cultivos en crecimiento en
un solo paso. El producto resultante de la reduccién de este colorante es la resofurina, el
cual puede ser medido utilizando métodos colorimétricos mediante un espectrofotbmetro
a la longitud de onda de 492 nm. Existen diferentes tipos de colorantes derivados de la
resazurina que pueden ser usados, tales como el (2,3-bis(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-
carboxanilida-2H-tetrazolio (XTT), el (4-[3-4-iodofenil]-2-(4-nitrofenil)-2H-5-tetrazolio)-1,3-
benceno disulfonato) (WST-1), el 5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4,5-dimetil-tiazo)-3-(4-
sulfofenil) tetrazolio (MTS) y el mas ampliamente usado el 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT), cuyo producto de reduccion es el colorante formazan.

Desde la perspectiva de los resultados esperados en este tipo de ensayos, en tiempos
cortos de incubacion (8 horas 0 menos), una reduccion o desaparicion completa de estas
actividades biomarcadoras es un indicador fuerte de citotoxicidad por dafio en las
membranas (necrosis primaria) [98]. Por otro lado, una reducciéon en la actividad
biomarcadora, comparada con el control en largos periodos de incubacién, indica una
reduccion en la tasa de division normal (arresto del ciclo celular) o muerte celular por

mecanismos de eliminacion programada como la apoptosis [99], [100].
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1.1.5 Busqueda racional de agentes terapéuticos

Una vez declarado el interés en una molécula por su actividad farmacoldgica en estudios
preliminares, el desarrollo de un farmaco requiere examinar su eficacia, toxicidad y perfiles
farmacocinéticos y farmacodinamicos, haciendo uso de ensayos basados en modelos
celulares o animales, todo esto constituye la etapa de ensayos preclinicos. Acto seguido a
estos estudios, normalmente es examinada su seguridad en voluntarios sanos,
posteriormente su eficacia en humanos dando lugar a las fases clinicas que tipicamente

incluyen 4 etapas.

En el 2018 la FDA aprob6 59 farmacos, superando el récord de 53 farmacos en 1996. De
estos, 16 tienen aplicaciones oncologicas (Figura 1.9) y alrededor del 30 % de los farmacos

aprobados cada afio hacen parte de la terapéutica contra el cancer [101].
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Figura 1.9 Farmacos aprobados en el 2018 por area terapéutica [101].

Sin embargo, el proceso de desarrollo de un farmaco usualmente esta asociado con una
alta proporcion de fracasos. La mayoria de estos fracasos son debidos a una falta de
eficacia en los estudios clinicos de fase Il [102]. Los estudios clinicos en oncologia estan
asociados con la proporcibn mas alta de fracasos en comparacién con otras areas
terapéuticas, donde solo 1 de cada 5000 a 10000 posibles agentes anti cancer es aprobado

por la FDA (Food and Drug Administration), la entidad reguladora de los Estados Unidos),
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y solo el 5 % de los farmacos oncoldgicos que han entrado a la fase | de los estudios
clinicos son eventualmente aprobados [103].

Anteriormente, la identificacion de los ligandos endégenamente activos era realizada
mucho antes de conocer el receptor biomolecular con el que estos interactuaban [104],
[105]; la informacién acerca de la estructura quimica del ligando era rudimentaria y escasa
comparada con la gran cantidad de detalles que proveen las técnicas experimentales
modernas. Sin embargo, esta informacion era suficiente para inferir conocimiento y
desarrollar una hipoétesis sobre la relevancia fisiol6gica de estos ligandos, a pesar de que
los mecanismos fisioldégicos subyacentes eran desconocidos. Las hormonas esteroidales
extraidas de los acidos biliares a comienzos del siglo XX son un ejemplo emblematico de
este paradigma, en donde la cristalografia de rayos X permitié conocer la distribucién
tridimensional de los atomos que constituyen el ndcleo esteroidal y la estereoquimica de
sus sustituyentes, lo que conllevé a realizar variaciones en el nucleo esteroidal vy

relacionarlo con una actividad bioldgica especifica [106].

Con el conocimiento de la estructura molecular del blanco terapéutico de interés, surgen
aproximaciones como el cribado de alta eficiencia (HTS) que permiten evaluar una gran
cantidad de moléculas para determinar si presentan interacciones con estos blancos
terapéuticos. Sin embargo, los métodos de HTS han producido falsos positivos. Esto ha
generado un déficit de informacion entre los hits identificados y los demas criterios que
deben ser cumplidos en paralelo para convertirse en candidatos que tengan una

oportunidad real de convertirse en un farmaco [8].

Esta brecha puede ser suplida mediante la investigacion de las interacciones entre los
ligandos y sus receptores, haciendo uso de diferentes herramientas como la resonancia
magnética nuclear, cristalografia de rayos X, la bioinformética y el modelamiento
molecular. De esta manera, la década pasada fue testigo de un cambio del paradigma en
el descubrimiento de farmacos desde una aproximacion clasica, hacia el disefio basado en

la estructura.

Actualmente, el descubrimiento de farmacos esta disefiado con base en blancos
moleculares, estudios genéticos, estudios en modelos animales transgénicos, biologia

molecular, tecnologia génica y la ciencia de proteinas. El conocimiento estructural del
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receptor y el ligando, junto con la utilizaciébn de técnicas biofisicas y los métodos
computacionales han permitido estimar la afinidad de unién de nuevas entidades
moleculares con actividad farmacoldgica, haciendo que el descubrimiento de farmacos se

torne hacia un proceso mas racional dejando de lado la serendipia [8], [107].

En lo que se refiere al cancer, los avances en el conocimiento acerca de su fisiopatologia
han permitido establecer que perturbaciones en mas de 500 moléculas sefalizadoras
contribuyen a su desarrollo. Sin embargo, la mayoria de los farmacos anti-cancer
identificados a la fecha estan basados en solo unas pocas de estas moléculas
sefalizadoras [47], [48]. Actualmente, para muchos de los agentes quimioterapéuticos
usados, el descubrimiento racional y las terapias dirigidas tienen roles minimos, mientras
gue la serendipia y la coincidencia continlan jugado un papel importante. Dentro de
aquellos agentes identificados por serendipia podemos encontrar el trioxido de arsénico,
la artemisinina, la metformina, el metrotexate, la procarbazina, la talidomida y la

rapamicina, entre otros [110].

1.1.6 Métodos computacionales aplicados en el descubrimiento
de farmacos

Las ciencias bioquimicas experimentales y los métodos tedricos computacionales han
desarrollado una relacion sinérgica que ha venido creciendo en los ultimos afios, ya que
han generado grandes beneficios en diferentes areas de las ciencias biologicas,
especialmente en la bioguimica y la biologia molecular. Adicionalmente, han permitido
grandes avances en la quimica medicinal para el disefio racional de farmacos [111].
Respecto al estudio tedrico de los sistemas bioguimicos, uno de los mas grandes
beneficios es el conocimiento a nivel molecular de las estructuras actualmente estudiadas;
esos estudios siguen un exhaustivo andlisis de los sistemas biol6gicos, y el hallazgo de
respuestas significativas a preguntas de investigacion que son confrontadas con pruebas

en los laboratorios.

Actualmente, existen diferentes metodologias computacionales que son usadas como
herramientas bioinforméticas para el estudio de sistemas biolégicos y el descubrimiento de
farmacos. El uso de una u otra herramienta esta ligado a los intereses investigativos, el

nivel de calculo deseado, las posibles limitaciones técnicas y el como y qué tipo de
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informacion puede ser obtenida de los datos analizados y procesados. Algunos de los
métodos principales son: el docking o acoplamiento molecular, disefio de novo, relacién
estructura-actividad cuantitativa (QSAR), simulaciones de dinamica molecular (MDs) y el
modelamiento molecular (MM) [112], [113].

La mayoria de estos métodos siguen un esquema de trabajo general que consiste en la
selecciéon de un blanco molecular, la validacion de la estructura de este, la identificacion
del sitio de unién de los ligandos a evaluar en el blanco terapéutico, calculos teéricos en el
sitio de unién elegido, la optimizacion de los compuestos con afinidad para finalmente

obtener un candidato a farmaco (Figura 1.10) [114].
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Figura 1.10 Esquema de trabajo en disefio de farmacos basado en la estructura. Tomado
de [114].

Dentro de los principales métodos computacionales se pueden encontrar:

= Acoplamiento molecular (Docking). El objetivo principal de este método es predecir

con la mayor exactitud posible el mejor modo de unién (conformacion y orientacion)
de un ligando en su interaccion con el receptor, mediante el uso de una funcion de
puntuacion, en un area conformacional que es definida por el sitio de union del

blanco molecular [115].
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Las funciones puntuacion tienen algunas desventajas debido a que estas no tienen
en cuenta todas las fuerzas que intervienen entre el ligando y el receptor; ademas,
también fallan en la contabilizacién de la solvatacion del ligando, los cambios
entropicos que se generan cuando el ligando se une al receptor, la flexibilidad del
receptor y los cambios conformacionales que se inducen al formarse el complejo

ligando-receptor [116] .

Para mejorar la afinidad de las predicciones, un proceso de re-puntuacién con otras
funciones sencillas o funciones de puntacién basadas en la solvataciébn son
tipicamente llevadas a cabo. Asi, a las conformaciones generadas por los
programas de docking se les aplican otros métodos como el MM/PBSA (mecanica
molecular/drea superficial de Poisson-Boltzman) y MM/GBSA (mecanica
molecular/area superficial generalizada), los cuales incluyen la solvatacién de los
ligandos mejorando asi la exactitud del docking [117], [118]. Otra estrategia es el
uso de simulaciones de dinamica molecular (MDs) en las cuales se obtiene la
informacion conformacional de los complejos obtenidos en el docking, para asi
obtener un célculo de la energia de unién [119]. Con estas aproximaciones, la
flexibilidad del receptor y la presencia de las moléculas de agua explicitas
contribuyen a una descripcion mas realista del sistema de estudio, lo cual tendria

una gran influencia en el calculo de la energia de unién [113].

El docking es aplicado en diferentes etapas del proceso de disefio de farmacos
para predecir el modo de union de ligandos previamente conocidos [120]; también
para la identificacion de nuevos y potentes ligandos [121] y como una herramienta
predictiva de la afinidad de union [122]. Algunos de los ejemplos de la aplicaciéon
de este método en el disefio racional de farmacos pueden ser: el estudio tedrico de
agentes anti mitoticos con actividad anti cancer [123], el estudio de los sitios de
union del receptor de estrogenos [124], la prediccion de farmacos para el
tratamiento de cancer hipo faringeo [125], la determinacion del patron de
interaccion entre las neurotoxinas de anemonas marinas y el canal de potasio Kv1.3

[126] y el comportamiento metabdlico del anisol [127], entre otros.



25

» Disefio de novo. Esta metodologia ha sido usada para encontrar nuevos y potentes

ligandos selectivos. Es utilizada como una herramienta para el descubrimiento de
nuevos ligandos y la optimizacion de estos [128], generando asi nuevas estructuras
moleculares con las propiedades farmacoldgicas deseadas [129], para luego ser
sometidas a procesos de acoplamiento molecular y asi obtener las afinidades y

modos de union.

= Cribado virtual. Su principal objetivo es la busqueda de informacion especifica en

librerias de compuestos o moléculas con propiedades estructurales similares, en
donde éstas puedan interactuar aceptablemente con un blanco terapéutico y es
una herramienta importante para la generacion de nuevos compuestos con
propiedades drug-like [130]. El cribado virtual puede ser presentado en dos
aproximaciones: aquellas basadas en el ligando (LBVS) y las basadas en la
estructura (SBVS). La primera aplica en aquellos casos donde no se conoce la
estructura tridimensional de la diana molecular (receptor), y se tiene un grupo de
moléculas con alguna actividad biologica frente al receptor; pudiendo en estos
casos determinar la relacién estructura-actividad de estas [131]. Por otro lado, el
SBVS establece un mecanismo de accién en el blanco molecular estudiado y
comienza con la identificacion de un potencial ligando que se una a un sitio de union
determinado. El desafio mas grande que se tiene en esta aproximacion es la
determinacion de la estructura 3D del receptor, haciendo uso de técnicas como

RMN, cristalografia de rayos X o modelamiento molecular [113].

1.1.7 RMN en el descubrimiento de farmacos

La resonancia magnética nuclear (RMN) es una técnica transversal, cuyos fundamentos
y/o aplicaciones abarcan todo el ambito de las ciencias experimentales clasicas
(mateméticas, fisica, quimica, biologia y geologia), las tecnologias (informética, ciencia de

materiales) y las ciencias de la salud, en especial la medicina [132].

La espectroscopia RMN tiene un amplio rango de aplicaciones en la industria farmacéutica,
la mayoria relacionadas al descubrimiento de farmacos. Dentro de las aplicaciones se
incluyen su rol en la rutina analitica, siendo la més importante la elucidacién estructural de

candidatos sintéticos a farmacos y moléculas relacionadas, asi como una importante
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herramienta en la biologia estructural, analisis de formulaciones y aplicaciones
metabolémicas. El rol de la RMN en el descubrimiento de farmacos esta definido como: la
identificacion de las propiedades estructurales de un ligando, solo o mientras esta
interactuando con su diana bioldgica, para guiar el mejoramiento de sus caracteristicas

farmacéuticas a través de la manipulacion quimica [9].

Generalmente, los proyectos de descubrimiento de farmacos buscan encontrar
compuestos lideres que modulen la actividad de una diana biolégica. Una campafa tipica
de descubrimiento de farmacos puede ser dividida en varios pasos: descubrimiento del hit,
validacion del hit y la subsecuente caracterizacién y optimizacion [133]. El descubrimiento
de hits puede llevarse a cabo usando diferentes estrategias, como el cribado de alta
eficiencia (HTS) o el cribado basado en fragmentos (FBS) siendo este dltimo el mas

popular.

En el HTS se inicia por el tamizaje de muchos compuestos que modulan la actividad de
una macromolécula diana. Debido a que en esta estrategia el ensayo se encuentra
automatizado para el cribado de alta eficiencia, grandes librerias de compuestos (con mas
de un millon de compuestos) pueden ser evaluadas. Sin embargo, este tipo de ensayos
son altamente propensos a presentar falsos positivos o artefactos. Por lo tanto, en un
segundo paso, los hits iniciales necesitan ser validados usando metodologias mas
refinadas como la espectroscopia RMN, con baja eficiencia en términos del nimero de

moléculas que pueden ser evaluadas, pero con un alto poder informativo [133].

Por otro lado, el descubrimiento de farmacos basado en fragmentos (“Fragment Based
Drug Discovery” - FBDD) es una aproximacion en la que moléculas pequefas con
caracteristicas de fragmentos (fragment-like) son evaluadas, pero esta vez utilizando
métodos biofisicos méas robustos y sensibles, como la RMN y la resonancia plasmonica de
superficie (SPR). Debido a la alta sensibilidad de estos métodos es posible la deteccion de
interacciones débiles. Esto permite evaluar compuestos de bajo peso molecular, los cuales
cubren una diversidad més amplia del espacio quimico que las librerias comunes de HTS.
Incluso si los fragmentos hit son usualmente més débiles en términos de afinidad que los

hits derivados de procesos de HTS, estos son puntos de partida interesantes para una
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futura optimizacion de la estructura del compuesto o fragmento, dado que su eficiencia del
ligando, entendida como la afinidad por 4&tomo, es tipicamente mas alta [134], [135].

La RMN puede ser aplicada en el proceso de descubrimiento de farmacos desde la fase
inicial de gendmica estructural y sus funciones donde es hecha la identificacion de las
dianas biol6gicas, contribuyendo a la elucidacién de sus estructuras tridimensionales [136].
Posteriormente, en la fase de identificacion de compuestos lideres, la RMN puede ser
usada para la identificacion de ligandos. Luego, en una siguiente fase, la RMN es util en el
analisis de metabolitos en fluidos bioldgicos que pueden ser relevantes en los procesos
farmacocinéticos (ADME). Finalmente, en las etapas clinicas puede ser utilizada para
diferenciar individuos sanos de pacientes, mediante el analisis metabolémico de células y
fluidos (Figura 1.11) [137].

Animales (Knockout)
modelo de la
enfermedad

% %

Gendémica Identificacion Validacion de Estructura e Optimizacion de
- - Identificacion
estructural y de blancos los blancos tridimensional de hits compuestos
funcional moleculares moleculares del receptor lideres

2- 4 5-
RMN RMN RMN

Ensayos de
actividad bioldgica

Ligandos,
productos
naturales, librerias.

-
Ensayos Desarrgllo de
lini los candidatos a
clinicos L farmacos

ADME

Figura 1.11 RMN en el proceso de descubrimiento de farmacos. 1-Determinacion de
la estructura 3D de proteinas sin conocimiento de la estructura primaria. 2-Informacion de
la estructura y la dindmica del receptor en solucién. 3-Elucidacion estructural de los
ligandos, determinacién de estructura 3D, informacion de formacion de agregados,
informacion acerca de la estabilidad en solucion. 4-ldentificacion de compuestos de media
a baja afinidad. 5-Generacién de ligandos de mayor afinidad. 6-Andlisis de metabolitos en
fluidos biolégicos. 7-Andlisis de células y fluidos para identificar individuos sanos y

enfermos. Tomada y adaptada de [137].
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La RMN es una de las técnicas analiticas que mas proporciona informacion, superando
incluso a métodos como la resonancia plasmoénica de superficie (SPR), titulacion
calorimétrica isotérmica (ITC), ensayos de desplazamiento térmico o calorimetria en
microescala (MST), entre otros [138], [139].

Adicionalmente, esta técnica tiene algunas caracteristicas que la hacen particularmente
valiosa para estudiar interacciones de ligandos con macromoléculas. Dentro de estas, se
tiene que los estudios son llevados a cabo en solucion, haciendo que no sea necesario
tener una biomolécula inmovilizada en una superficie o columna, generando asi un
ambiente mas cercano al fisiologico, teniendo flexibilidad conformacional completa y
accesibilidad estérica alrededor de todo el volumen de la proteina. Finalmente, permite
monitorear directamente el ligando y la biomolécula sin modificaciones [133].

El descubrimiento de farmacos basado en RMN ha ganado importancia en los Gltimos afios
[140]. Existen dos tipos de aproximaciones basados en RMN, los cuales son: aquellas
basadas en la observacion del ligando, en donde los parametros del ligando son medidos
y aquellas basadas en la observacion de la diana molecular, donde los cambios en la
macromolécula, generalmente perturbaciones en el desplazamiento quimico, son

evaluados [9].

Dentro de las aproximaciones basadas en el ligando se tienen algunos pardmetros
sensibles a las interacciones ligando-receptor como los tiempos de relajacién, coeficiente
de difusién molecular, efecto nuclear Overhauser (NOE), entre otros. Para analizar este

tipo de interacciones existen los siguientes métodos por RMN:

= Experimentos de diferencia de saturacion transferida. El experimento de diferencia

de saturacion transferida (STD) es el mas comunmente aplicado en los ensayos de
observacion del ligando [141]. Este se basa en el experimento de diferencia en el
efecto NOE comunmente conocido como NOE diferencial [142]. Este experimento
consiste en la adquisicion de un par de espectros unidimensionales con un tren de

pulsos de frecuencia selectiva, el cual es insertado en el tiempo de relajacion.



29

En el primer espectro, denominado off-resonance, el centro de la frecuencia de
excitacion de los pulsos es aplicado a una frecuencia vacia de resonancias
(alrededor de 30 ppm), con el objetivo de obtener un espectro de referencia donde
no se observan las posibles interacciones que se presenten entre el ligando y la
macromolécula. En el segundo espectro, on-resonance, el centro de la frecuencia
reside alrededor de 0 a -2 ppm, la cual tienen el efecto de saturar selectivamente
los nucleos de la macromolécula. Esta saturacion se propaga virtualmente a todos
los protones que resuenen con la proteina por la difusién de espin. El espectro on-
resonance es luego sustraido del espectro off-resonance y la aparicion de sefiales
positivas en este espectro diferencial refleja la transferencia de magnetizacion
desde los protones de la proteina a los protones del ligando, lo cual solo ocurre

mediante la formacion del complejo ligando-proteina (Figura 1.12).

Este experimento permite la seleccion de ligandos desde una mezcla de posibles
ligandos en la presencia de una proteina en baja concentracion (1 nM), ya que solo
son visibles aquellas sefiales de los protones de las moléculas que presentan
interaccion con la proteina. Adicionalmente permite mediante ensayos de
competicion entre dos ligandos determinar el sitio de unién especifico para estos
ligandos, asi como una estimacion de la constante de disociacion (Kp) para evaluar
la fuerza relativa de la interacion ligando-proteina. Ademas, las porciones del
ligando que interactian con la proteina también llamadas epitopos son facilmente
identificadas por este método [141], [143].
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Figura 1.12 Esquema del experimento STD [144].

Métodos basados en relajacién. El tiempo de relajacion transversal (T.) para

moléculas pequefias es generalmente largo comparado con el de las
macromoléculas. Es asi como las sefiales de resonancia en un espectro de una
molécula pequefia son mucho mas finas y definidas que las de una macromolécula.
Este fendbmeno puede ser usado para detectar y caracterizar la unién de un
potencial ligando en ausencia y presencia de una macromolécula objetivo, ya que
cuando el ligando esta en interaccién con la diana molecular sus propiedades de
RMN seran similares a las de la macromolécula objetivo (Figura 1.13) [145].
Cuando un ligando se une a una diana molecular, su peso molecular aparente
incrementa, generando una relajacion transversal mas rapida (T2) y por ende un
ensanchamiento concomitante de las sefiales del ligando y el tiempo de correlacion
efectiva para el ligando unido, los cuales se incrementan. Cuanto mayor sea el
tamafio de la macromolécula, menor sera el valor de T»y asi mismo sera el efecto

de ensanchamiento de las sefiales [146].
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Figura 1.13 Variacion de los tiempos de relajacién T1 y T2 en funciéon del aumento en el
tiempo de correlacion molecular [147].

» Transferencia de la magnetizacién *H desde el agua al ligando (WaterLOGSY). Asi

como el experimento STD, este experimento permite la deteccién de ligandos de
bajo peso molecular, a través de la transferencia de magnetizacion intermolecular
de los protones de las moléculas de agua que rodean el sitio de union y el ligando
[148]. Los ligandos interactdan directa o indirectamente con los espines invertidos
del agua a través de interacciones dipolo-dipolo con un tiempo de correlacion
rotacional relativamente largo (asociado al tiempo de correlacion del receptor) con
una velocidad de relajacion cruzada negativa (Figura 1.14). En ausencia de la
interaccion ligando-proteina, los rdpidos movimientos brownianos de las moléculas
de agua (tiempos de correlacién cortos) y de los posibles ligandos, hacen que la
velocidad de relajacion cruzada sea positiva. Por otro lado, cuando ocurre la
interaccién ligando-proteina, al unirse el ligando se genera una transferencia de
magnetizacion con las moléculas de agua unidas a la proteina, experimentando un
decaimiento lento, generando NOEs negativos. En este experimento, las sefiales
observadas no son en respuesta a la interaccion directa del ligando con la proteina
sino a través de la interaccion con las moléculas de agua que rodean el sitio de

union del ligando en la proteina [9].
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Figura 1.14. Esquema del experimento WaterLOGSY (tomado y adapatado de [9] ¥

http://fragmentech.univ-lyonl.fr/iwaterlogsy-experiment/).

Métodos basados en la observacion de fltor-19. El nacleo de '°F tiene una

sensibilidad menor en tan solo un 17 % a la del ndcleo de 'H, ademas de no
presentar interferencias del background biolégico. Con estas caracteristicas, estas
metodologias se han convertido en una herramienta Gtil en la deteccién de ligandos
con afinidad por una diana molecular en el cribado de librerias de compuestos
[149]. En la observacién directa de los ntcleos de °F en un experimento T2R, los
fragmentos que contienen fldor y que se unen a la diana de interés pueden ser
identificados de manera andloga a los experimentos de RMN-H, pero con una
menor interferencia del background. Dado que muchos de los ligandos de interés
contienen atomos de flior en su estructura, una aproximacion que registre tanto los
nucleos de °F y *H es posible y poveera mayor informacién acerca de la interaccién
generada. Una alternativa para aquellos casos en donde los ligandos no contienen
fldor, es el empleo de un ensayo de desplazamiento en donde el blanco molecular
es complejado con un ligando marcado con °F que puede posteriormente ser
desplazado competitivamente por los ligandos de interés. Este desplazamiento

genera una disminucién en el ancho de las sefiales de °F en el espectro [9].
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Métodos basados en NOEs de transferencia (TRNOE). La union de ligandos de

bajo peso molecular a una diana molecular reduce la velocidad de los movimientos
brownianos de los ligandos, en proporcion al tamafio del complejo formado. Esto
genera incrementos medibles en la tasa de transferencia de magnetizacion inter-
protones en el ligando unido comparado con el ligando libre. Estos incrementos son
denominados NOEs de transferencia (TRNOE), los cuales pueden ser medidos
haciendo uso de experimentos 1D o 2D sobre mezclas de ligandos en presencia
de la proteina diana para determinar las distancias interatomicas entre protones [9].
Estos datos son luego usados para descifrar el modo de unién correcto de los
ligandos [150]—-[152]. Uno de los factores mas criticos a considerar en este método
es la constante de disociacion del complejo ligando-proteina, ya que este es el
determinante de la calidad de los espectros obtenidos. Se espera que la velocidad
de disociacion sea alta, preferiblemente 10 veces mas rapida que el tiempo efectivo

de relajacién T1 para la correcta aplicacién de este experimento [152].

Métodos basados en NOEs inter-ligando (ILOE). En este caso el sistema donde se

aplican estos métodos son mezclas ternarias, compuestas por un blanco molecular
sin marcaje isotdépico y dos compuestos organicos de bajo peso molecular,
proveyendo una poderosa herramienta para elucidar complejos ligando-proteina
cuando mudltiples ligandos se unen simultdneamente [153]. Su aplicacion tipica se
basa en la identificacién de un hit secundario que se une al blanco molecular en
presencia de un hit primario, cuando ambos se unen simultaneamente a la
macromolécula en la proximidad de cada uno de ellos, los ILOEs determinan la
orientacion de las dos moléculas una con respecto a la otra. La magnitud de los
ILOEs en el espectro esta determinada por la proximidad espacial de los dos

compuestos (Figura 1.15).

INPHARMA. Con esta metodologia es posible detectar la transferencia de
magnetizacion inter-ligando de protones, a través de dos moléculas que nunca han
estado en contacto espacial directo, es decir se genera la unién de dos ligandos al
mismo sitio de unién en la superficie de la proteina pero en diferentes puntos
temporales [154]. Cuando el ligando 1 se une a la proteina (en un sitio de union
conocido), sus protones eficientemente intercambian la magnetizacion con los

protones espacialmente adyacentes en la proteina; en otro punto de tiempo el
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ligando 2 se une a la misma cavidad proteica que el ligando 1, asi la magnetizacién
transferida por el primer ligando, que ha sido temporalmente almacenada en el sitio
de unién de la macromolécula, es transferida ahora al ligando 2. Finalmente, el
resultado neto es el intercambio de magnetizacion (NOE) del ligando 1 al ligando
2. Estos son inhibidores competitivos y de uno de ellos se conoce su modo de unién

y afinidad, por lo tanto el patrén e intensidad de los NOEs entre ellos revela el modo

de unién relativo de un ligando respecto al otro, asi como su afinidad (Figura 1.15)
[155]-[157].

ILOE i
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Figura 1.15 Métodos para la optimizacion de hits basados en NOEs interligando [9].

Por otro lado, existen otras aproximaciones basadas en la observacion de las sefiales de
la macromolécula de interés. Este tipo de aproximaciones permiten obtener informacion
estructural detallada a nivel atomico de los sitios de union, la cual puede influenciar
directamente la optimizacion de los hits para convertirse en compuestos lideres [9]. Con
este tipo de experimentos es posible discernir la localizacion del sitio de unién en la diana
molecular. Adicionalmente, los hits pueden ser clasificados de acuerdo a su afinidad,
frecuentemente con una pequefia dependencia o independencia de otros ensayos

biofisicos 0 bioquimicos. Los experimentos mas comunes son el 'H-1>’N HSQC o H-3C
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HSQC, los cuales requieren el marcaje isotépico de las macromoléculas, bien sea con °N
0 3C y en ocasiones incluso con ?H aumentando considerablemente los costos, ademas

de requerir una mayor cantidad de macromolécula [158].

Si bien la identificacion de los hits es un punto critico para el disefio y desarrollo de un
farmaco, la optimizacién de estos es igual de critica y se requieren herramientas que
faciliten este proceso de transicién desde un ligando de baja afinidad hasta un ligando de
alta afinidad [159]. Al igual que en la etapa de identificacion existen dos tipos de
metodologias, aquellas basadas en el ligando y las basadas en el blanco molecular, estas
son empleadas usualmente para hacer una determinacién rapida del modo de union de
estos ligandos a la macromolécula de interés. Al igual que en los procesos de cribado, los
experimentos STD y T2R, son utilizados en la etapa de optimizacioén, en la determinacién
de las afinidades de unioén post-screening, como lo son la concentracién inhibitoria 50 (ICso)

y el mapeo de grupo epitopo [143].

Finalmente, si bien su desarrollo y mayor campo de aplicacion se ha dado a partir de
librerias combinatorias, también se han encontrado aplicaciones de estas estrategias como
herramientas de cribado y optimizacion de farmacos de origen natural, contra diferentes
dianas bioldgicas. Una de ellas es mediante la utilizacién de los experimentos STD, TR-
NOESY y STD-TOCSY. Estas aproximaciones hicieron posible la identificacién de cémo y
qué tipo de compuestos se unen a la albumina bovina sérica en el extracto hidro etandélico
de Rauia reinous; logrando identificar asi, que la isovitexina-2-ramnadsido es el compuesto
con mayor afinidad por la proteina de interés. Asi mismo fue posible obtener el mapeo de
epitopo, el cual fue posteriormente confirmado mediante métodos computacionales como

el acoplamiento molecular [160].

Otro ejemplo es el reconocimiento molecular del &cido rosmarinico, aislado de Salvia
sclareoides, por la enzima acetilcolinesterasa mediante el uso de experimentos de STD y
TR-NOESY, permitiendo la identificacion de un ligando que se une a un sitio de unién
diferente al sitio de union de la acetilcolina, generando un nuevo scaffold para el disefio de
inhibidores alostéricos de la enzima acetilcolinesterasa en nuevo sitio de union [161]. En
la busqueda de compuestos Utiles para el tratamiento de la tuberculosis, la enzima cisteinil
transferasa micotiol ligasa de la bacteria Mycobacterium tuberculosis; también ha sido

utilizada para entender el modo de unidon de diferentes inhibidores de la enzima tRNA
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sintetasa, como la ocratoxina A, borrelidina, mupirocina, entre otros, por medio de la
combinacion de experimentos STD y métodos computacionales que permiten la realizacién
de modelos de acoplamiento molecular. Estos métodos generan informacion importante
para el disefio de nuevos inhibidores basado en la estructura de la enzima y las

interacciones claves para presentar la inhibicién de la enzima [162].

Con esta revision se presenta un panorama que resalta por un lado la importancia de la
investigacion en cancer, especificamente en la busqueda de agentes antitumorales que
contribuyan a la terapéutica de esta enfermedad enfocandose en los agentes antimitéticos
para la induccién de apoptosis; por otro lado, se muestra una vision general de la
diversidad quimica y el potencial de los diterpenos de presentar actividad antitumoral.
Finalmente, se mostré6 cémo la integracion de técnicas biofisicas como la RMN que
presenta una gran versatilidad y provee una gran cantidad de informacion util en el proceso
de descubrimiento de farmacos. Esto permitié evidenciar como la RMN junto con ensayos
in vitro y métodos computacionales, estos Ultimos que complementan los resultados
obtenidos experimentalmente, pueden ser usados para establecer modelos de unién
ligando-receptor Utiles en el proceso de optimizaciébn de hits para la obtencion de
compuestos lideres, siendo esta la aproximacion metodolégica seguida para el desarrollo

de esta tesis.
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2.Resultados y discusién

2.1 Construccion de la libreria de diterpenos de origen
marino

Como se menciono en los aspectos tedricos y el estado del arte, los productos naturales y
en especial los productos naturales marinos son una fuente prolifica para la obtencion de
moléculas con actividad antitumoral [163]. Dentro de estos, los diterpenos son uno de los
mas promisorios en términos de compuestos con actividad citotoxica, varios estudios han

revelado que este tipo de compuestos presentan interaccion con la tubulina [94].

Bajo esta premisa, se seleccionaron una serie de diterpenos, principalmente aislados de
octocorales, y algunos semi sintéticos. Una de las condiciones principales que deben
cumplir estos compuestos para ser incluidos en la libreria, es que cuenten con una cantidad
suficiente para llevar a cabo los ensayos de actividad biolégica y los estudios de interaccién
por RMN. Con esto, se construyé una libreria compuesta por 32 compuestos, 12 con
nacleo briarano, 17 cembranos (6 semi-sintéticos y 11 naturales) y 3 con ndcleo
dolabellano aislados y obtenidos de octocorales de los géneros Eunicea, Plexaura
Pseudoplexaura y Erythropodium, en varios de los trabajos de nuestro grupo de
investigacion [164]-[168].

Inicialmente se procedié a evaluar su pureza y estabilidad quimica a través del uso de
técnicas cromatograficas como la cromatografia en capa delgada CCD y por RMN.
Aquellos compuestos que estaban puros y no presentaban degradacion bajo las
condiciones de analisis fueron seleccionados para hacer parte de la libreria y son

presentados en la Figura 2.1.
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Figura 2.1 Compuestos de la libreria de diterpenos de origen marino considerados en este

trabajo.
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2.2 Evaluacion de la actividad citotoxica de la libreria de
diterpenos

La actividad citotoxica de cada uno de los 32 compuestos de la libreria fue evaluada
usando el ensayo de viabilidad celular MTT (seccion 4.2). El formazan generado por la
reduccion del MTT por accion de las enzimas oxidorreductasas presentes en las células
viables, fue medido como indicativo de viabilidad celular. Los valores de ICso para cada
compuesto frente a las 3 lineas tumorales evaluadas son presentados en la Tabla 1, en
negrita y resaltados con color azul se encuentran los compuestos mas activos y

seleccionados.

Aquellos compuestos que presentaban valores de ICso menores a 30 uM frente a las tres
lineas celulares evaluadas, fueron considerados como compuestos citotoxicos y
seleccionados para ser evaluados frente a la tubulina y a la caracterizacion del proceso de
muerte celular. De los 32 compuestos, 9 no presentaron actividad frente a ninguna de las
3 lineas celulares evaluadas, 11 presentaron actividad solo frente a una linea celular en su
mayoria frente a la linea PC3 y 8 presentaron una actividad citotéxica intermedia. Los

compuestos citotoxicos seleccionados fueron 1, 17 y 26.
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Tabla 1 Concentracion inhibitoria 50 de cada uno de los compuestos de la libreria,

expresada como concentracion inhibitoria 50 + error estandar

ID ICs0 A549 (UM) | ICsg MCF7 (UM) | ICs0 PC3 (UM)
1 27.08 + 4.26 15.21 £ 2.32 6.45 + 0.96
2 2.57 +2.57 42.45 £ 4.34 60 = 5.55
3 > 120 73.87 £ 5.03 > 120

4 46.49 £+ 7.92 116.43 + 12.97 > 120

5 > 120 > 120 > 120

6 37.93+£3.91 56.06 + 3.78 42.49 £ 3.54
7 75.28 + 18.31 > 120 > 120

8 36.65 £ 5.84 > 120 > 120

9 101.72 + 20.72 > 120 > 120

10 > 120 > 120 > 120

11 > 120 > 120 > 120

12 > 120 113.11 + 16.04 > 120

13 97.65 + 11.40 > 120 > 120

14 > 120 > 120 61.86 + 8.87
15 93.17 + 14.66 > 120 110.24 + 22.40
16 > 120 > 120 74.98 + 8.33
17 3.98 + 1.32 2.06 £ 0.90 0.26 £ 0.03
18 > 120 > 120 > 120

19 47.94 + 8.59 50.48 + 6.84 105.63 + 12.03
20 > 120 > 120 > 120

21 > 120 > 120 > 120

22 > 120 > 120 > 120

23 > 120 > 120 37.56 + 7.89
24 > 120 > 120 91.81 £ 9.80
25 > 120 > 120 > 120

26 61.35 + 7.88 6.23 + 0.53 15.41 +1.19
27 42.37 £10.44 21.55 + 2.27 > 120

28 > 120 37.69 +7.10 87.76 + 8.13
29 > 120 > 120 39.61 + 8.05
30 76.06 + 12.73 > 120 31.76 + 3.64
31 > 120 > 120 82.57 £ 9.30
32 > 120 > 120 > 120

El compuesto 1 es un diterpeno con ndcleo briarano, de origen natural, aislado del

octocoral caribefio Erythropodium caribaeorum [169] y corresponde al erythrélido B. Este
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compuesto es altamente relacionado con el erythrélido R (7), ya cuya Unica diferencia es
la presencia de un grupo hidroxilo libre en la posicién 4, que en el compuesto 1 se
encuentra acetilado. Esto sugiere la importancia de este grupo en la actividad citotoxica de
este diterpeno frente a las lineas celulares evaluadas. Es importante resaltar que el ligando
1 presenta valores de ICsp promisorios, por debajo de 30 uM. Siendo esta la primera vez

gue se reporta la actividad citotdxica para este compuesto.

Por otro lado, el compuesto 17 corresponde al acetato de crassina, un diterpeno de origen
natural aislado por primera vez del octocoral Pseudoplexaura porosa en 1970 [170]; este
compuesto es conocido por presentar una gran variedad de actividades biol6gicas dentro
de las que se encuentran actividad antiinflamatoria [171], inmunosupresora [172] y es
reconocido como uno de los primeros compuestos de origen marino con actividad
antitumoral [173]. Este compuesto present6 los valores de ICso mas bajos frente a las tres
lineas tumorales de todos los compuestos de la libreria, con valores por debajo de 4 uM,
perfilandolo asi como el compuesto mas promisorio de la libreria de diterpenos.
Finalmente, el compuesto 26, un derivado semisintético del acetato de crassina presentd
valores de actividad citotdxica moderados comparados con los obtenidos para el

compuesto 17.

Es importante resaltar que los compuestos 24, 25, 27 y 28 son analogos estructurales del
acetato de crassina, los cuales presentan algunas modificaciones semi-sintéticas en su
estructura. Estas modificaciones no generaron un aumento en la actividad citotoxica
presentada por el precursor (17), lo cual indica que la oxidacién del doble enlace exo ciclico
de la posicion 15 y la adicion de una cadena alifatica de dos atomos de carbono para el
caso de 24, la oxidacion de la posicion alilica 19 (27) ni la epoxidacion de los dobles
enlaces en las posiciones 7 y 11 (28) generan una mejora en el valor de ICso observado.
Con esto es posible inferir que la actividad citotoxica se presenta cuando estas posiciones
no se encuentran oxidadas y el tipo de interacciones que presentan con el blanco molecular
gue estan interactuando, son principalmente de tipo hidrofébicas. Esto en contraste con un
trabajo realizado al interior del grupo de investigacion Estudio y Aprovechamiento de
Productos Naturales Marinos y Frutas de Colombia de la Universidad Nacional de
Colombia, en donde estos mismos compuestos fueron evaluados frente a la enzima acetil
colinesterasa, se observo actividad tanto en el precursor acetato de crassina como en sus
derivados [174]. Asi, una nueva aplicacion para estos compuestos es presentada en este

trabajo, en donde se observan claras diferencias en términos de relacién estructura-
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actividad, en este caso para la actividad citotoxica frente a lineas celulares de céancer

humano.

Con estos resultados se seleccionaron tres compuestos con actividad citotoxica derivados
de una libreria de 32 diterpenos marinos, que presentan alto potencial como agentes
antitumorales. A continuacion se muestra la evaluacion de estos compuestos en la
caracterizacion del proceso de muerte celular observado. Esto se har4 mediante el uso de
ensayos biolégicos in vitro como la citometria de flujo, con el fin de contribuir a la
elucidacion del mecanismo de accién por el cual estos compuestos estan generando la
actividad citotoxica observada.

2.3 Estudio del proceso de muerte celular

El estudio del proceso de muerte celular se llevo a cabo a través del uso de citometria de
flujo, el primer aspecto a evaluar fue determinar si la muerte celular observada se genera
a través de un mecanismo de muerte programada (apoptosis) o por medio de un

mecanismo de necrosis.

Para poder diferenciar las células necroticas de las células apoptoéticas se utilizé el ensayo
de afinidad anexina V 'y el marcador de viabilidad celular 7AAD. En donde aquellas células
gue solo presenten tincién con el fluorocromo 7AAD seran consideradas como células
necréticas y aquellas células que presenten tincién con anexina V se encontraran bajo un

proceso de apoptosis.

En las células eucariotas, los fosfolipidos en la membrana citoplasmética se encuentran
distribuidos asimétricamente, es decir no existe una agrupacion de aminofosfolipidos sino
gue se encuentran distribuidos en conjunto con fosfatidilcolina y esfingomielina a lo largo
de la membrana citoplasmatica sin ningun patrén de distribucion [175], [176]. Dentro de
estos, los aminofosfolipidos como la fosfatidilserina se encuentran confinados en la porcion
citoplasmatica de la membrana celular en condiciones normales. La distribucion de los
fosfolipidos en la membrana plasmatica, es regulada por tres tipos de enzimas
trasnlocasas de fosfolipidos [177] dependientes de la hidrdlisis de ATP para ejercer su
actividad catalitica. Dentro de estas, las flippasas (cuya funcién es translocar la
fosfatidilserina desde la parte externa de la membrana a la parte interna de la membrana)

y las escramblasas (encargadas de translocar la fosfatidilserina desde el interior de la
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membrana al exterior) son las més importantes en el proceso de apoptosis [143]. En su
estructura las flippasas cuentan con un sitio de unién para las caspasas 3 y 7, las cuales
inactivan de manera irreversible las flippasas impidiendo asi la translocacién de la
fosfatidilserina hacia la parte interna de la membrana [178]. En células apoptéticas, la
translocacion de la fosfatidilserina al exterior de la membrana celular es generada por la
enzima escramblasa Xkr8, la cual tiene un dominio de activacion transmembranal de union
a caspasas 3/7; estas se unen al sitio de uniébn generando de manera irreversible la
exposicion de la fosfatidilserina, y desactivando el sistema de translocacion exterior-
interior. La traslocacion irreversible de este fosfolipido a la porcién externa de la membrana
hace posible el reconocimiento y union del fluorocromo de anexina V generando una

respuesta positiva para células en apoptosis.

En cambio en las células vivas, si bien se genera la translocacién de la fosfatidilserina al
exterior de la membrana, por el sistema de escramblasas independiente de caspasas
(TMEM16F) [179] ,el sistema de flippasas se encuentra activo ya que no se cuenta con la
presencia de las caspasas intracelularmente, haciendo que esta translocacion sea
reversible y la interaccion con la anexina V no se genere, logrando asi diferenciar de
manera inequivoca células vivas de células en apoptosis. Asi, esta metodologia permite
diferenciar adecuadamente las células vivas de aquellas células en procesos de apoptosis,
debido a que la anexina V se une de manera especifica y con una alta afinidad al amino

fosfolipido fosfatidilserina [180].

Por otro lado, para identificar muerte por necrosis se usa al 7AAD como marcador de
necrosis. Este se une al ADN en las regiones de citosina-guanina [181]. Cuando se genera
muerte celular por necrosis, se da una ruptura de las membranas celulares lo que permite
que el fluorocromo puede ingresar a la célula y unirse al material genético. Adicionalmente,
en la etapa final de la apoptosis (apoptosis tardia) se permea la membrana citoplasmética
permitiendo la entrada del fluorocromo lo cual genera una respuesta positiva para este
[23].

Las células tras ser tratadas con diferentes concentraciones de los compuestos
seleccionados fueron tefiidas con anexina V-FITC y 7AAD como se mencion0 en la
metodologia (Seccion 4.3.). Cabe resaltar que, debido al crecimiento adherente de la linea
celular evaluada, una de las primeras variables a evaluar y determinar fue el método de

desprendimiento de las células de la placa de cultivo sin generar afectaciones. Varios
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autores recomiendan el uso de tripsina 1x para el desprendimiento de las células [182].
Inicialmente, se evalué el desprendimiento de las células mecéanicamente, pero se
observaba una gran cantidad de células en necrosis debido a la ruptura de las membranas,
al igual que haciendo uso de buffers de disociacion. Finalmente, se determind que el

método mas adecuado para el desprendimiento de las células era el uso de tripsina 1x.

Las células fueron tratadas con concentraciones de los compuestos 1, 17 y 26 que
representaban el 25 %, 50 % y 75 % de muerte celular de cada uno de los compuestos.
Luego fueron tefiidas con los fluorocromos respectivos y posteriormente analizadas por
citometria de flujo. Para el compuesto 1 se observé una induccién de apoptosis en las
células tumorales (Figura 2.2 B, C y D), ya que al aumentar la concentracion de 1 aumenta
la poblacién de células en apoptosis (células en el cuadrante Q1 y Q2). A la concentracion
IC2s se observa que alrededor del 35 % de las células se encuentran en apoptosis
temprana (Figura 2.2 E) y un 25 % en apoptosis tardia; al aumentar esta concentracion
ICso se observa que el 50 % de las células se encuentran en apoptosis tardia lo que indica
gue este compuesto esta generando muerte celular en las células tumorales a través de la
activacion de los mecanismos de apoptosis. Sin embargo, este compuesto presenta una
alta toxicidad debido a que a bajas concentraciones se observa el 50% de células en

apoptosis tardia.

El compuesto 17 presenta una toxicidad menor a la de 1, y también se observa la evidencia
de que la muerte celular esta ocurriendo a través de un mecanismo de apoptosis. A la
concentracion ICys se observa que aproximadamente un 15 % de las células esta en
apoptosis temprana, ya que solo presentan respuesta positiva para el fluorocromo Anexina
V-FITC (Figura 2.3 B); con el aumento de la ICsp aumenta tanto la poblacion de células en
apoptosis temprana como en apoptosis tardia, siento esta la mayor proporcién con un 50%
de la poblacion celular en este estadio de muerte celular (Figura 2.3 C); finalmente para la
ICss se observa que se mantiene la poblacion de células en apoptosis tardia pero aumenta
la poblacién de células en necrosis (Figura 2.3 D y E), lo que puede indicar que a altas

concentraciones este compuesto puede estar generando necrosis en las células.
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Figura 2.2 Resultados de los ensayos de induccion de apoptosis por citometria de flujo. Diagrama de cuadrantes células sin

tratamiento (A), ICzs del compuesto 1 (B); diagrama de cuadrantes de las células tratadas con la ICsode 1 (C); células tratadas con la
IC+s (D); histograma de la proporcién de células positivas para cada uno de los fluorocromos.
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Figura 2.3 Resultados de los ensayos de induccion de apoptosis por citometria de flujo. Diagrama de cuadrantes células sin

tratamiento (A), IC2s del compuesto 17 (B); diagrama de cuadrantes de las células tratadas con la ICsode 17 (C); células tratadas con
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Finalmente, para el compuesto 26 se observa un comportamiento bastante interesante
pues a la concentracién ICzs se observa una baja proporcion de células en apoptosis
temprana (Figura 2.4 By C), con el aumento de la concentracion (ICso) aumenta levemente
esta proporcion de células; a la concentracion més elevada ICs aproximadamente el 75 %
de las células se encuentra en apoptosis temprana y no se observa una poblacién
significativa de células en apoptosis tardia (Figura 2.4 D y E), lo que podria indicar que la
toxicidad de este compuesto es moderada y tiene un rango de seguridad mas alto que los

otros dos compuestos evaluados.

Con estos resultados, fue posible determinar que los compuestos evaluados inducen
apoptosis en las células tumorales los cuales terminan en la muerte celular de estas. Esto
permite plantear la hipétesis de que el mecanismo de muerte celular ocurre a través de la
interaccion de los compuestos activos con la tubulina, ya que cuando se altera la dinamica
de los microtabulos por interaccion con la tubulina induce procesos de apoptosis a través
de la activacién de la via intrinseca [183]-[186]. Sin embargo, el mecanismo de muerte
celular completo debe ser caracterizado a través de ensayos adicionales como
inmunofluorescencias que indiquen la disrupcion de los microtibulos, ensayos de
induccién de caspasas, entre otros, para asi poder comprobar la hipotesis planteada. Con
esto, en este trabajo se quiso evaluar si uno de los mecanismos por los que los compuestos
1, 17 y 26 inducen apoptosis podria ser la interaccion con la tubulina y afectacion de la
dinamica de los microtubulos, para lo cual se realizaron estudios de interaccién por RMN
con la tubulina y predicciones computacionales, cuyos resultados se presentan a

continuacion.
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Figura 2.4 Resultados de los ensayos de induccion de apoptosis por citometria de flujo. Diagrama de cuadrantes células vivas (A),
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2.4 Estudio de lainteraccion por RMN de los
compuestos activos con el blanco molecular tubulina

Para determinar si los compuestos activos, los cuales han mostrado ser inductores de
apoptosis en células tumorales presentan interaccion con la tubulina, inicialmente fue
necesario llevar a cabo pruebas de solubilidad de los compuestos 1, 17 y 26 a una
concentracion de 1 mM en medio acuoso, para asi garantizar la disolucion completa de
cada uno de compuestos y evitar la formacién de agregados solubles. Esto se hizo
mediante el andlisis de sus espectros de RMN-'H, en donde se observé que las sefiales
de estos compuestos no presentan ensanchamientos ni pérdida de resolucion de las
sefales [187], tal y como se muestra para el compuesto 17 (Figura 2.5). Adicionalmente,
se procedio a realizar la asignacién de los desplazamientos quimicos de cada uno de los
compuestos a evaluar (Anexos 1-3), de manera que cada proton que compone a los

ligandos estuviese asignado inequivocamente en medio acuoso.

210
200
190
180
r170
160
150
140
r130
r120
r110
100
90
80
r70
60
50
40

-

r-10
r-20
r-30
-40
r-50

T T T T T T T T T T T T T
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5
f1 (ppm)

Figura 2.5 Espectro de RMN-H (500 MHz) del compuesto 17 en medio acuoso (buffer
fosfato pH 7.4, 300 mM NaCl y 10% D-0).
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Una vez asegurada la disolucion completa de los compuestos, se procedié a analizar las
mezclas binarias de cada uno de los ligandos (1 mM) con la tubulina (100 puM) adaptando
la secuencia descrita por Meyer y Mayer [143] y usando la secuencia DPFGSE [188] para
la supresion de la sefial del agua. En los primeros experimentos obtenidos se observé la
presencia de impurezas en una alta concentracion, las cudles, debido a su alta intensidad,
no permitian la visualizacion de las sefiales del ligando en el espectro de RMN-!H. Estas
impurezas corresponden a la presencia de guanosil trifosfato (GTP) y glicerol, derivados
del proceso de obtencién de la proteina. Para la reduccion de estos contaminantes fue
necesario un proceso de ultrafiltracion empleando un filtro Amicon Ultra-4 10K (Merck
Millipore). Tras este proceso la concentracion de estos contaminantes disminuyé y fue
posible la observacién de las sefiales de los ligandos en presencia de la proteina como se

observa en la Figura 2.6.
A ‘ . B GTP, glicerol
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Figura 2.6 Espectro de RMN-tH del ligando 1 en presencia de la tubulina antes de proceso
de ultrafiltracion (A) y espectro de RMN-H de 1 en presencia de la tubulina tras el proceso

de ultrafiltracion, en donde se observan las sefiales de 1 (B).

Para asegurar que todas las sefiales en el espectro STD en presencia de la proteina
corresponden a los protones en la estructura del ligando involucrados en la interaccion con
la tubulina, algunos parametros como la potencia del pulso de saturacion, el tiempo de
saturacion y la frecuencia de irradiacion fueron ajustados en el espectro STD de referencia
(en ausencia de la proteina), para asi minimizar la presencia de sefiales correspondientes
a artefactos (Figura 2.7). De esta manera se determinaron los siguientes valores como los
Optimos para llevar a cabo los estudios de interaccion: 10 dB de potencia del pulso, 50 ms

de duracion para el pulso de saturacion y -2897 Hz como frecuencia de irradiacion.
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Figura 2.7 Espectro STD de referencia para el compuesto 17 en ausencia de la tubulina.

El ligando 1 present6 sefiales en el espectro STD en presencia de la tubulina (Figura 2.8
B), lo que indica la presencia de interacciones entre 1 y la tubulina. De acuerdo a los
espectros obtenidos se establecié que los epitopos de unién corresponden a los protones
H-3 (&n 5.60 ppm) y H-13 (81 6.09 ppm) (Figura 2.8). El espectro STD en ausencia de la
tubulina fue utilizado como control, para evitar la seleccion de falsos positivos debido a la
presencia de artefactos en el espectro con los mismos desplazamientos quimicos que los

epitopos de unién.
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Figura 2.8 Analisis de la interaccion del compuesto 1 con la tubulina a través del
experimento STD en buffer fosfato salino pH 7.4 con 10 % D,0O. A) Espectro DPFGSE de
1 en ausencia de la tubulina; B) espectro STD de 1 en presencia de la tubulina; C) espectro
STD de referencia del compuesto 1 en ausencia de la tubulina; D) espectro DPFGSE de 1

en presencia de la tubulina. Los epitopos de unién estan resaltados en azul.

De manera analoga, el compuesto 17 también presentd sefiales en el espectro STD en
presencia de la tubulina (Figura 2.9). En este caso, los epitopos de unién corresponden a
grupos metilo H22 (&4 1.93 ppm), H19 (dx 1.32 ppm) y H6 (dn 2.05 ppm). Es de resaltar
gue en el espectro DPFGSE de 17 en presencia de la tubulina se observa claramente un
ensanchamiento de estas sefales (Figura 2.9 D), lo cual es un claro indicativo de
interaccion entre 17 y la tubulina. De manera similar, el compuesto 26 presentd
interacciones con la tubulina derivadas de la presencia de sefales en el espectro STD
(Figura 2.10). El epitopo de unién en este caso es similar al observado para 17;
adicionalmente, la presencia de una interaccion del metilo del grupo acetato de la posicién
4 evidencia que la modificacion semisintética realizada sobre el acetato de crassina
contribuye a la interaccion con la tubulina. Al igual que 17, en el espectro DPFGSE en

presencia de la tubulina se observa un ensanchamiento de las sefiales (Figura 2.9 D).
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Figura 2.9 Analisis de la interacciéon del compuesto 17 con la tubulina a través del
experimento STD en buffer fosfato salino pH 7.4 con 10 % D»0O. A) Espectro DPFGSE de
17 en ausencia de la tubulina; B) espectro STD de 17 en presencia de la tubulina; C)
espectro STD de referencia del compuesto 17 en ausencia de la tubulina; D) espectro
DPFGSE de 17 en presencia de la tubulina. Los epitopos de unién estan resaltados en

rojo.
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Figura 2.10 Andlisis de la interaccién del compuesto 26 con la tubulina a través del
experimento STD en buffer fosfato salino pH 7.4 con 10 % D,0. A) Espectro DPFGSE de
26 en ausencia de la tubulina; B) espectro STD de 26 en presencia de la tubulina; C)
espectro STD de referencia del compuesto 26 en ausencia de la tubulina; D) espectro
DPFGSE de 26 en presencia de la tubulina. Los epitopos de union estan resaltados en

verde.

El ensanchamiento de las sefiales observado es indicativo de que la interaccién de los
ligandos 17 y 26 se encuentra en el régimen de intercambio quimico intermedio [189]. Este
régimen se caracteriza por tener una velocidad de intercambio kex (en unidades de s™*) muy
cercana o igual a la diferencia de los desplazamientos quimicos del estado libre y el estado
unido del ligando (en ausencia y presencia de la macromolécula, respectivamente),
expresado como Aw (en unidades de rad s™) [190]. Esto genera que no se obtenga una
Unica sefial, bien definida, que represente el promedio de la poblacion del estado libre y el
estado ligado del ligando (intercambio rapido), ni tampoco dos sefiales que representen
cada una el estado libre y ligado del ligando; lo que se obtiene en este caso es una sefial
ancha en el espectro. Esto implica que 17 y 26 se comportan como ligandos de mediana

a alta afinidad frente a la tubulina, lo cual hace necesaria una caracterizacion adicional de
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estas interacciones a través del estudio de la dindmica de estos ligandos en presencia de
la tubulina. En la Figura 2.11 se presentan las estructuras de los tres compuestos que

presentaron interaccion con la tubulina con sus epitopos de union resaltados.

o

22

26

Figura 2.11 Epitopos de unién de los ligandos 1, 17 y 26 frente a la tubulina identificados

a través del experimento STD.

Con el objetivo de continuar con la caracterizacion de la interaccion observada, fueron
realizadas las medidas del tiempo de relajacion T1 y T.. Tal y como se mencion6 en el
marco teérico, existen diferentes parametros de RMN que describen a una molécula
especifica, los cuales se ven afectados cuando se da la interaccion de estos ligandos con
macromoléculas [191]. Dentro de estos parametros el desplazamiento quimico, los efectos
dipolares (NOE), el coeficiente de difusion y los tiempos de relajacion nuclear T1 y T2 son

los mas afectados por estas interacciones, generando aumentos y disminuciones en los
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tiempos de relajacion T. y T, respectivamente cuando hay interaccion con

macromoléculas.

En este caso la muestra fue preparada en buffer fosfato salino pH 7.4 en 100 % DO,
debido a que los experimentos para medir los tiempos de relajacion no cuentan con una

secuencia de pulsos acoplada para la supresion de la sefial del agua.

Se determind el T, para cada uno de los nucleos que componen a los ligandos, en ausencia
y presencia de la tubulina, y se calcul6 el diferencial de estos (Anexo 4-6). Para el ligando
1 se observaron cambios en el tiempo de relajacion Ti1 en los mismos nucleos que se
observo la interaccion en el espectro STD, junto con nuevas porciones la molécula que
presentan variaciones en este parametro como lo son el metilo del grupo acetilo de la
posicion 4 y el metilo del acetilo en la posicion 11. El mayor cambio observado se da en el
proton H-13, con un cambio de 1.53 s. Este resultado confirma que el epitopo de unién de
1 es caracterizado por el protén H-13. Para los compuestos 17 y 26 también se observaron
cambios en el tiempo de relajacion T en las posiciones previamente identificadas por el
experimento STD, junto con nuevas interacciones las cuales son presentadas en la Figura
2.12.

OAc

>—_CH3
-0.67

A=-0.41

Figura 2.12. Cambio en el tiempo de relajacién T, para los ligandos 1, 17 y 26. El tamafio

de las esferas representa la magnitud del cambio observado.

Cabe resaltar que para el compuesto 17 se observo un cambio grande en T1(12.3 s) en el

proton H-9. El efecto que tienen las interacciones intermoleculares sobre estos pardmetros
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depende de la intensidad de la interaccion presentada. Estos cambios en T1 son producto
de la disminucion de los movimientos moleculares cuando el ligando 17 se une a una
macromolécula a través del protén H-9, la cual cuenta con una menor cantidad de
movimientos moleculares [192], [193]. Asi es posible determinar que los protones H-13
para 1, H-9 para 17 y 26 estan involucrados en gran medida con la interaccion molecular
y el proceso de reconocimiento en la tubulina. Es importante resaltar que se debe tener en
cuenta el valor absoluto de la diferencia en los tiempos de relajacién T, ya que debido al
comportamiento que tiene este parametro (Seccion 1.1.7) presenta valores negativos, los

cuales no son indicativo de ningin comportamiento particular.

La presencia de sefiales altamente ensanchadas por encontrarse en un régimen de
intercambio intermedio sugiri6 la necesidad de realizar la medicién del tiempo de relajacion
T, para cada uno de los ligandos en ausencia y presencia de la proteina. Debido a que las
macromoléculas por a su amplia red de spin presentan tiempos relajacion pequerios,
cuando una molécula pequefia o ligando interactia con una macromolécula el tiempo de

relajacion del ligando disminuye debido a la formacién del complejo ligando-receptor [191].

La medicion de T, se hizo de manera analoga a T1 (Anexo 7-8), varios de los nucleos que
presentaron cambios en Titambién presentaron cambios en el tiempo de relajacion T,
confirmando asi la presencia y la magnitud de estas interacciones. Para 17 se observé un
cambio de 0.71 s para el metilo del grupo acetilo en la posiciéon 14, esta interaccion ya
habia sido observada en el espectro STD de este compuesto en presencia de la tubulina.

Los cambios en T, son presentados en la Figura 2.13.

Figura 2.13 Cambio en el tiempo de relajacion T» para los ligandos 2 y 18. El tamafio de

las esferas representa la magnitud del cambio observado.
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Para el compuesto 26 no fue posible hacer la medicion de T, debido a la desaparicion de
las sefiales de este durante en el espectro, producto de una fuerte interaccién con la
proteina que se ve reflejado como un ensanchamiento extremo de la sefial debido a una

alta disminucion del tiempo de relajacion T, [146].

Con esto se tiene una caracterizacion completa de la interaccion de los ligandos frente a
la tubulina como se describe a continuacién: Del compuesto 1 la interaccion se da a través
de los protones H-13, H-14 y los metilos de los acetatos de las posiciones 4 y 11; Del
compuesto 17 a través de los protones H-4, H-6, H-7, H-9, H-10a, H-10b, H13 y el metilo
del acetato en la posicion 14; y del compuesto 26 a través de los protones H-6, H-9, H10a,
H-10b y H-13. Estos resultados permitieron identificar qué regiones de la molécula y con
gué intensidad interactan con la proteina obteniendo asi el epitopo de unién para cada

ligando.

Finalmente, para la estimacién de la constante de disociacion (Kg), como un parametro
para determinar la afinidad de los ligandos frente a la tubulina, se utilizaron mediciones del
coeficiente de difusion, las cuéles son posibles a través del uso de secuencias de pulsos
gue incorporan pulsos de gradiente (PFG). Estos pulsos son generados por el paso de una
corriente eléctrica a través de un par de bobinas de gradiente ubicadas en la sonda del
espectrémetro [194]. Para la medicidén del coeficiente de difusion se utilizé la secuencia
Bipolar Pulse Pair Longitudinal Eddy Current Delay (BPPLED) [195], en la que los
artefactos generados por la presencia de corrientes de Eddy son eliminados, por lo cual es

comunmente aplicada para macromoléculas [195]-[198].

Para la determinacion del coeficiente de difusion de los compuestos 1, 17 y 26 se obtuvo
el promedio de cada uno de los coeficientes de difusion medidos para cada sefial que
compone al ligando en estudio en presencia y ausencia de la proteina (Anexo 9-14). El
cambio mas evidente fue observado para el ligando 26 en donde en ausencia de la proteina
se obtuvo un coeficiente de difusién de 3.098 + 0.2642 x 101 m?/s y en presencia de la
tubulina present6 un coeficiente de difusion de 1.3642 + 0.1568 x 101° m?/s. Esto es un
claro indicador de que este compuesto presenta interacciones con la proteina, debido a
que el coeficiente de difusiéon del ligando libre disminuye cuando se da la formacién del
complejo ligando-proteina. Esta nueva entidad quimica se comporta como una

macromolécula, las cuales debido a su tamafio molecular y voluminosidad presentan bajos
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tiempos de correlacion y consecuentemente menores coeficientes de difusion en el medio
donde se encuentran. De manera similar, se observaron cambios para los ligandos 1y 17
(Tabla 2), lo que confirma y complementa la presencia de las interacciones observadas en
el espectro STD y en los experimentos T1y T2.

Tabla 2. Coeficientes de difusion medidos y Kq para los ligandos 1, 17 y 26 en presencia
y ausencia de la tubulina. Dire coeficiente de difusion para los ligandos en ausencia de la
tubulina, Din: coeficiente de difusion para los ligandos en presencia de la tubulina

ID Diibre (x1071° m?/s) Dint (x107%° m?/s) Kg (MM)
1 2.8803 + 0.3222 2.447 + 0.3745 0.8274
17 2.9242 + 0.1402 2.5550 + 0.1595 0.7522
26 3.098 + 0.2642 1.3642 + 0.1568 0.2451

Para la estimacion de la Kq, a través de la ecuacion descrita por Larive (Seccion 4.7) en
donde se relacionan los coeficientes de difusion tanto del ligando como de la proteina y las
concentraciones de cada uno, es necesario conocer el coeficiente de difusion de la
proteina libre. En este caso se utilizé el dato reportado por Krouglova y colaboradores
[199], siendo 4.41 x 101° m?/s, con este dato y los coeficientes de difusién medidos para
los ligandos libres y en presencia de la tubulina se hizo la estimacién de la constante de
disociacién de los ligandos 1, 17 y 26 (Tabla 2). Con esto, se puede inferir que el ligando
que presenta una interaccion mas fuerte con la tubulina es el ligando 26 ya que presenta
un valor de Kq méas bajo (0.2451 mM). Sin embargo, esto es solo una estimacién de este
pardmetro termodindmico. Es necesario llevar a cabo otro tipo de experimentos para
confirmar este dato, como ensayos de inhibicién de la polimerizacion de la tubulina para a

través de otra aproximacion obtener un valor de la constante de disociacion.

Asi, se tienen tres ligandos de mediana-alta afinidad que presentan interacciones con la
tubulina. De los cuales se identificaron los epitopos de unién para cada uno y la intensidad
de la interaccion observada a través de la medicidn de relajacion. Asi mismo se hizo una
estimacion de la constante de disociacion, a través de los coeficientes de difusion de cada

uno de los ligandos en presencia y ausencia de la proteina. Ahora es necesario determinar
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el modo de union de estos ligandos en cavidades proteicas especificas, para asi contrastar
la informacién generada experimentalmente con un modelo computacional y establecer un

modelo de unién ligando-receptor para los ligandos que se presentard a continuacion.

2.5 Estudios de acoplamiento molecular de los ligandos
1,17y 26 con la tubulina

Estudios previos han mostrado que la tubulina cuenta con varios sitios de unién de ligando,
el sitio de unién de los alcaloides derivados de la vinca, el sitio de unién de la colchicina y
el sitio de union del taxol [200]. Estos dos ultimos los mas relevantes en este trabajo dada
la similitud estructural de los ligandos seleccionados con reportes previos de ligandos que
interactdan en estos sitios de unién [201]. El acoplamiento molecular de los compuestos 1,
17 y 26 fue llevado a cabo tanto en el sitio de union del taxol como de la colchicina con el
objetivo de establecer el modelo de unién ligando-receptor que correlacione con los datos
de la interaccion observada experimentalmente por RMN.

Antes de los estudios de acoplamiento molecular, se llevd a cabo el proceso de
reproducciéon del modo de unién tanto del complejo Tax-Tub (Taxol-Tubulina) como el
complejo Colch-Tub (Colchicina-Tubulina). En este proceso se observaron energias de
afinidad altas para ambos complejos, para el caso del complejo Tax-Tub se obtuvo una
energia de union de -7.40 kcal/mol y para el complejo Colch-Tub -6.92 kcal/mol. Para
ambos complejos se obtuvo un valor de RMSD de 0.0 A, lo que indica que el protocolo de

acoplamiento molecular utilizado es adecuado para los ligandos a evaluar (Tabla 3).

El estudio de acoplamiento molecular de los tres ligandos en el sitio de unién del taxol y
en el de la colchicina se llev6 a cabo usando el software AutoDock4 [202] bajo los
parametros indicados en la metodologia (Seccién 4.8). Los cincuenta resultados de los
modos de unién obtenidos para cada uno de los ligandos se clasificaron en grupos
(clusters) teniendo en cuenta el valor de energia de unién expresada como energia libre
de unién (AGyindging kcal/mol), la similitud en el modo de unién, evaluada segun el coeficiente
de Tanimoto y el valor de RMSD (Root Mean Square Deviation). Tomando como parametro
de clasificacion el valor de RMSD, la generacion de cllster se lleva a cabo comparando la
distancia entre las coordenadas de una conformacién (conformacién 1) con otra

(conformacioén 2), si la diferencia de RMSD para estas dos conformaciones es menor a 0.5
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A la conformacion 2 es ubicada en el mismo cluster. En caso de ser mayor, se genera un
nuevo cluster y se procede a comparar otra de las conformaciones (conformacion 3) con
el primer cluster generado [203]. Si la diferencia en el valor de RMSD de estas dos
conformaciones es mayor a 0.5, se compara con el segundo cluster y asi de manera

sucesiva hasta completar la comparacion de las 50 evaluaciones.

Los resultados de acoplamiento molecular entre la tubulina en el sitio de union del taxol y
los ligandos 1, 17 y 26 presentaron valores de AGpinding€n un rango de -5.0 a -7.22 kcal/mol,
bastante cercanos a los obtenidos para el taxol (Tabla 3); Para estos mismos calculos
llevados a cabo en el sitio de unién de la colchicina se obtuvieron valores de AGpinging €N
un rango de -.8.0 a -9.0 kcal/mol. Estos valores al ser negativos e incluso mejores que los
obtenidos para los ligandos de referencia indican un acoplamiento energéticamente

favorable entre ellos y la tubulina [204].

Adicionalmente, tras llevar a cabo el andlisis de similitud de los modos de unién de cada
uno de los ligandos respecto al taxol, empleando el coeficiente de Tanimoto, se obtuvo que
el ligando 1 es, de los tres ligandos evaluados, el que tiene un modo de unién mas similar
al del taxol, ya que cuentan con un porcentaje de similitud del 70.7 %. Sin embargo, 17 y
26 también cuentan con un alto grado de similitud con el taxol siendo 55.2 % y 70.0 %,
respectivamente (Tabla 3), indicando que el modo de union de estos ligandos es bastante
similar al del taxol y presenta interacciones con los mismos residuos que interactda con el
taxol. En la Figura 2.14 se presenta la matriz de interacciones en donde se observan los
residuos donde se muestran interacciones para cada uno de los ligandos con la tubulina

en comparacion con el taxol.

Tabla 3. Valores de energia libre de union calculada y coeficiente de similitud para cada

uno de los ligandos en el sitio de unidn del taxol y la colchicina, respectivamente

Coeficiente de
_ AGyinding o
Complejo similitud
(kcal/mol) _
(Tanimoto)

Tax-Tub -7.40 1.000
1-Tub (Taxol) -5.47 0.707
17-Tub (Taxol) -7.22 0.700
26-Tub (Taxol) -7.08 0.552
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Colch-Tub -6.92 1.000
1-Tub (Colch) -8.39 0.144
17-Tub (Colch) -8.75 0.101
26-Tub (Colch) -7.03 0.348
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Figura 2.14 Diagrama de interacciones de los ligandos 1, 17 y 26 en comparacién con el

taxol.

Estudios de diterpenos con nucleo piranosil cembrano aislados del octocoral Sarcophyton
trocheliophorum, mostraron que los modelos computacionales obtenidos en el sitio de
union del taxol son comparables con los acé presentados en términos de los valores de
energia de union, obteniéndose en este caso un valor de -8 kcal/mol [205], el cual es
bastante cercano para el obtenido por ejemplo para el ligando 17 que presenta un valor de
-7.22 kcal/mol. Sin embargo, las interacciones observadas para los compuestos aislados
de S. trocheliophorum en el sitio de unién del taxol no corresponden con las interacciones
claves para presentar la actividad estabilizante de los microtibulos en este sitio de unién.
En otro trabajo, en un screening de nuevos agentes anti-tubulina aislados de fuentes
naturales tanto terrestres como marinas, los modelos computacionales alli obtenidos

presentan valores de energia de union entre -5y -7 kcal/mol [50].

Teniendo esto en cuenta, los modelos computacionales obtenidos para los ligandos 1, 17
y 26 son bastante promisorios tanto en términos de valores de energia de union y de las
interacciones que presentan en el sitio de union del taxol. Al comparar con los resultados

obtenidos para ligandos altamente activos como la eleuterobina, cuyo valor de energia de
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union es de -5.99 kcal/mol [50], los tres ligandos acé evaluados presentan valores similares
e incluso mejores en el sitio de unién del taxol, ademas de presentar interacciones con los

residuos clave descritos en la interaccién con este sitio de union.

En la parte inferior de la figura 2.14 se presenta el taxol y los residuos con los que presenta
interaccion, quien es el ligando de referencia contra quien se comparan los modos de union
de los ligandos y se calcula el coeficiente de Tanimoto. Cada uno de los cuadros de color
indica la presencia de una interaccion con este residuo y el tipo de interaccion, siendo azul
claro interacciones de tipo polar, azul oscuro interacciones polares con residuos cargados

positivamente y rojo interacciones polares con residuos cargados negativamente.

Analizando las interacciones intermoleculares presentadas por los modelos de los ligandos
evaluados en el sitio de union del taxol (Figura 2.15), se observan interacciones con
residuos de aminoacidos que se han descrito como claves para la interaccion ligando-
receptor con la tubulina. El sitio de unién del taxol en la tubulina se encuentra ubicado en
la superficie interna de la subunidad beta formada predominantemente por residuos de tipo
hidrofébico que forman la hélice H7, la hoja beta S7 y los loops H6-H7, S7-H9 (M-loop) y
S9-S10 [206], [207] (Figura 2.12). El taxol y la tubulina presentan tres interacciones criticas
para presentar la actividad estabilizante de los microtubulos. Dentro de estas se
encuentran interacciones de van der Waals entre el benzoilo 3’ y la His229, la cual
adicionalmente se encuentra posicionada de tal forma que se genera un enlace de
hidrégeno con el oxigeno 3. La interaccién a través de un enlace de hidrégeno entre el OH
2’ y la Arg369, también hace parte de este set de interacciones [208]. Finalmente, la
interaccion entre el grupo amino de la cadena lateral del residuo Thr276 con el anillo de
oxetano a través de un enlace de hidrégeno es considerada como la interaccidbn mas

importante para observar el efecto estabilizante [209].
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a-Tubulina

Sitio de union
del taxol

Figura 2.15. Sistema de las subunidades alfa y beta de la tubulina en donde se sefialan

los sitios de unién del taxol y la colchicina.

En el diagrama de interacciones para 17 y 26 (Figura 2.16 By C) se observa la interaccion
con la Thr276 a través de un enlace de hidrégeno, correlacionando con las interacciones
observadas por RMN como el protén H-3, el metilo del grupo acetato de la posicién 14 e
interacciones hidrofébicas con los protones H-6. Por otro lado, para 1 también se observa
la interaccion con el residuo Thr276 (Figura 2.16 A), en este caso una interaccion de tipo
polar, asi como las interacciones observadas experimentalmente con los protones H-13,
H-14 y el metilo del grupo acetato en la posiciébn 4. Adicionalmente, se observan
interacciones hidrofébicas con otros residuos que, si bien no hacen parte de la triada de

interacciones criticas, contribuyen a la estabilizacion del complejo ligando-tubulina.
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Figura 2.16 Diagramas 2D de interaccion para los complejos ligando-proteina 1 (A), 17 (B) y 26 (C) en el sitio de union del taxol.



Los residuos clave para la interaccion se encuentran ubicados principalmente en el M-loop,
el cual hace parte de los contactos laterales que se observan en los protofilamentos. Los
cuales son el elemento central de esta interaccion. Cuando el M-loop se encuentra en
ausencia de un agente se observa una gran flexibilidad en esta zona lo que permite la
dinamica de los microtibulos caracterizada por la polimerizacion-depolimerizacion de
estas estructuras [210]. Tras la adicion de un agente estabilizante en el sitio de union del
taxol se genera una estabilizacion del M-loop generando una estructura mas rigida asi
como heterogeneidad en la estructura de los protofilamentos que conlleva posteriormente

a una estabilizacion del microtabulo y al arresto mitético (Figura 2.17) [211].

Interacciénen el
Sin farmaco sitio de union del
taxol

N ) Arresto mitético

Figura 2.17. Esquematizacion de la afectacion de la estructura de los protofilamentos y
consecuentemente de los microtubulos tras la interaccién de un farmaco en el sitio de unién
del taxol, lo cual conlleva al arresto mitético y posterior muerte celular por la induccion de
heterogeneidad en la estructura y afectacién de los contactos laterales para la generacion
de la unién o costura entre las dos subunidades de la tubulina. En rojo se identifica la

presencia de un estabilizante de tubulina. Tomada y adaptada de [211].

El analisis de similitud del modo de union de los ligandos respecto a la colchicina, evaluado
segun el coeficiente de Tanimoto, presento valores de similitud bajos (Tabla 3). El ligando
26 fue, entre los tres ligandos, el que presento la mayor similitud en el modo de unién con
un 34.8 %. En la Figura 2.18 se presenta la matriz de interacciones en donde se observan
los residuos que presentan interacciones para cada uno de los ligandos con la tubulina en
comparacion con la colchicina. Estos residuos no corresponden a los residuos con los que
la colchicina presenta interacciones en su modo de unién, lo cual indica que estos ligandos
tienen un modo de unién diferente a la colchicina en el sitio de union ya que los valores de

energia de union obtenidos son incluso mayores a los obtenidos para la colchicina (Tabla
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3). Estas interacciones son principalmente de tipo polar con carga, tanto positiva como

negativa.
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Figura 2.18 Diagrama de interacciones de los ligandos 1, 17 y 26 en comparacién con la

colchicina.

El sitio de unién de la colchicina se encuentra ubicado en la interfase de las subunidades
a y B. Siendo este mucho méas grande que el sitio de unién del taxol, consecuentemente
tiene una mayor diversidad de aminoacidos involucrados en la interaccion, lo cual se ve

reflejado en una mayor cantidad de posibles modos de union.

Para la colchicina se tiene que, la interaccion a través de un enlace de hidrégeno con el
residuo Cys241, ubicado en la subunidad beta es una de las interacciones mas importantes
para la formacion del complejo ligando-proteina, junto con interacciones de tipo
hidrofébicas, con los residuos Thr239, Val238, Tyr202, Glu200 y Phel69 [212]-[214].
Cuando se da la unién de un ligando al sitio de unién de la colchicina se genera un cambio
en la estructura secundaria de la tubulina, generando un cambio en la conformacion y
consecuentemente en la estructura del heterodimero que evita la formacion de los

microtabulos de manera irreversible [201], [215].

En la Figura 2.19 se representan las interacciones para cada uno de los ligandos en el sitio
de unién de la colchicina. En esta figura no se observan las interacciones cruciales
reportadas para este sitio de unién. Sin embargo, la energia de unién calculada para estos
complejos sugiere que si bien no se tienen las interacciones reportadas para este sitio de
unidn, este complejo es energéticamente favorable y las interacciones generadas pueden

ser interacciones no descritas en literatura para este sitio de union. Adicionalmente, las
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interacciones observadas experimentalmente para los ligandos en los protones H-13, H-
14 y los metilos de los grupos acetato de las posiciones 4 y 11 del ligando 1 se observan
en estos modelos de union. De manera similar, algunas de las interacciones observadas a
través de los experimentos de RMN para los ligandos 17 y 26 son observadas en el modelo
computacional, como las interacciones de los grupos acetato principalmente y algunas

interacciones hidrofébicas con los protones H-7 y H-9.

En comparacion con la informacién obtenida a través de los experimentos de RMN, ambos
modelos de unién tanto en el sitio de union de la colchicina como del taxol comparten varias
de las interacciones observadas por RMN. Sin embargo, para los complejos generados en
el sitio de unién del taxol se observa una mayor correlacion con la informacion obtenida
por RMN. Para confirmar de manera inequivoca que la interaccién de los ligandos 1, 17 y
26 se da principalmente sobre el sitio activo del taxol, es necesario de manera experimental
determinar el sitio de unién de estos ligandos, por medio de ensayos de competicion por

RMN entre el taxol y la colchicina frente a los tres ligandos evaluados.

2.6 Simulaciones de dinamica molecular

Para determinar si el modelo de union ligando-receptor obtenido para cada uno de los
ligandos tanto en el sitio de unién del taxol como de la colchicina es estable, se llevaron a
cabo simulaciones de dinamica molecular de estos modelos. Para las cuales se tiene
establecido segun literatura que las variaciones en el valor de RMSD a lo largo de la
simulacion, deben ser menores a 1.0 A [216], [217] para que las trayectorias simuladas y

los modelos de unién sean consistentes.

Para el modelo de union del ligando 1 en el sitio de union del taxol se obtuvo que el ligando
presenta una alta estabilidad en el sitio de unién, ya que a lo largo de toda la simulacion
se observa una variacion de 0.6 A (Figura 2.20 A), lo que indica que el ligando se encuentra
estabilizado en este sitio de unién [182]. Adicionalmente, la proteina también presenta una
variacion de 0.6 A en el valor de RMSD permitiendo establecer que este modelo de unién

ligando-receptor es estable [182].
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Figura 2.19 Diagramas 2D de interaccion para los complejos ligando-proteina 1 (A), 17 (B) y 26 (C) en el sitio de unién de la colchicina.



Por otro lado, el andlisis de las interacciones que presenta el ligando con la proteina a lo
largo de la simulacién permite confirmar las interacciones previamente observadas en el
acoplamiento molecular. La interaccion con residuos claves para la interaccion en el sitio
de union del taxol es observada en una alta proporcién (Figura 2.20 B) [218]. El compuesto
1 presenta una interaccién de tipo enlace de hidrégeno con el residuo Arg369 en un 71 %
del tiempo de la simulacion (Figura 2.20 C). Asi mismo con los residuos Thr276 y Arg278
se observa la presencia de un enlace de hidrégeno mediado por agua en un 38 % de la
simulacion. Estas interacciones, junto con otras interacciones de tipo hidrofébico y polar

en menor medida son las que contribuyen a la estabilizacion del ligando en el sitio de unién.

El modelo de union de 17 con la tubulina en el sitio de union del taxol, también presenta
una buena estabilidad a lo largo de la simulacién. Para el ligando 17 se observa una
variacion de 2 A en el valor del RMSD y para la proteina una variacion de 0.4 A (Figura
2.21 A). Si bien se observa en la parte inicial de la simulacién una variacion alta en el valor
de RMSD, esta variacion tras 10 ns disminuye, estabilizdndose el complejo ligando-
receptor en los 40 ns restantes. En el andlisis de interacciones se observa, que la
estabilizacion del ligando es generada por la interaccién en una alta proporcién con los
residuos Asp226, His229 y Thr276 (Figura 2.21 B), estos dos ultimos siendo residuos clave
para la interaccion en este sitio de unién [218]. La interaccion con los residuos Asp226 y
His229 se observan en un 59 % y 42 % del tiempo de la simulacién (Figura 2.21 C),
respectivamente. Asi mismo, se observa una interaccion con el residuo Lys218 en un 34
% de la simulacion la interaccién con los tres residuos, la cual ocurre a través de un enlace
de hidrogeno mediado por agua (Figura 2.21 C), lo que contribuye a la estabilizacion del

ligando en este sitio de union.

Finalmente, tras someter al modelo de union ligando-receptor obtenido para el ligando 26
a una simulaciéon de dinamica molecular, se obtuvo que tanto el ligando como la proteina
presentan variaciones bajas del valor de RMSD a lo largo de la simulacion, obteniendo una
variacion de 1.0 A para el ligando y 0.2 A para la proteina (Figura 2.22 A). Es importante
resaltar, que se observa una interacciéon por enlace de hidrogeno durante la mayor parte
del tiempo de la simulacién con el residuo Thr276 (Figura 2.22 B y C). Esta interaccion
estd presente el 81 % de la simulacidn, siendo una de las mas importantes para la
estabilizacion del ligando en el sitio de unidn del taxol [211]. Adicionalmente, se observa
una interacciéon con el residuo Arg369 de tipo enlace de hidrogeno mediado por agua, la

cual también hace parte de la triada de interaccion para el sitio de unién del taxol [206].
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Las porciones del ligando que estan interactuando con estos residuos se correlacionan
tanto con el epitopo de unién identificados por RMN, como con las interacciones

planteadas en el acoplamiento molecular.

Con esta informacion se refuerza la hipétesis de que estos ligandos inducen la muerte
celular en células tumorales a través de la interaccion con la tubulina en el sitio de union

del taxol, actuando como agentes estabilizantes de los microtibulos.

El modelo de unién del ligando 1 en el sitio de unién de la colchicina también fue sometido
a una simulacion de dinAmica molecular usando los mismos pardmetros que para los
modelos de union en el sitio de unién del taxol. Al igual que para el sitio de union del taxol,
el ligando presenta una alta estabilidad en el sitio de union. A lo largo de toda la simulacion
se observa una variacion de 0.4 A en el valor de RMSD asi como la proteina presenta una
variacion de 1.2 A en el valor de RMSD lo que permite establecer que el modelo de union
ligando-receptor es estable (Figura 2.23 A). Al analizar las interacciones presentadas entre
el ligando y la proteina a lo largo de la simulacién, se observa que si bien el ligando
presenta interacciones de tipo hidrofébico con la proteina estas interacciones no son
constantes y no estan estabilizando el ligando en este sitio de union, ya que no es posible
determinar con cuales residuos se presenta esta interaccion debido a que estas
interacciones son variables y no estan estabilizando al ligando adecuadamente en el sitio
de unién (Figura 2.23 B).

De manera analoga los modelos de union obtenidos para los ligandos 17 y 26 en el sitio
de union de la colchicina fueron sometidos a una simulacion de dinamica molecular. Al
igual que para 1 se obtuvo que basados en las variaciones del valor de RMSD a lo largo
de la simulacién tanto para el ligando (0.4 A para 17 y 1.5 A para 26) como para la proteina
(1.2 A para 17 y 1.5 A para 26), los ligandos son estables en este sitio de union. Al revisar
las interacciones que estos presentan con la proteina, 17 presenta una interaccion de tipo
enlace de hidrogeno con la cadena peptidica del residuo de la subunidad beta Ala317 en
una gran parte de la simulacién. Por otro lado, el ligando 26 también presenta interacciones
de enlace de hidrégeno con el residuo Asn101 de la subunidad alfa y con los residuos
Asn249 y Ala250 de la subunidad beta. El sitio de unién de la colchicina se caracteriza
porgue el tipo de interacciones que mas contribuyen a la union de ligandos en este sitio
son hidrofébicas [219]. La interaccion con el residuo Cys241 de la subunidad es uno de los

residuos clave para la interaccion en el sitio de union de la colchicina. Sin embargo, esta
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interaccion no fue observada en las simulaciones de dinamica molecular aqui realizadas
[200].

Como se menciond anteriormente, debido a que este sitio de unién se encuentra ubicado
en la interfase de las dos subunidades de la tubulina, este presenta una gran variedad de
residuos con los que se pueden generar interacciones dentro de los cuales se pueden
encontrar, en la subunidad alfa con los residuos Leu242, Leu248, Ala250, Leu255, Met259,
Val315, Ala316, 1le318 e 1le378 y en la subunidad beta con los residuos Alal80 y Val181
[219]. Como se puede ver, estos residuos son en su gran mayoria hidrofobicos, lo cual
contrasta con los resultados obtenidos de los modelos de acoplamiento molecular y las
simulaciones de dinamica molecular, en donde ninguno de los ligandos evaluados
presenta interaccion con estos residuos. Esto permite proponer la hipétesis de que estos
ligandos interactian preferiblemente con la tubulina en el sitio de unién del taxol basados

en los resultados de interaccion por RMN y los célculos computacionales.
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3.Conclusiones y recomendaciones

La actividad citotéxica de una libreria de diterpenos de origen marino fue evaluada a través
de la integracién de aproximaciones in vitro e in silico, permitiendo una aproximacion
racional y veraz a la evaluacién del potencial que tienen diterpenos aislados de la

diversidad marina colombiana como compuestos con actividad antitumoral.

A partir de la evaluacién de una coleccién de 32 diterpenos se identificaron 3 compuestos
con valores promisorios de actividad citotoxica frente a lineas celulares de cancer humano
de pulmdn, de mama 'y de prostata. El briarano 1, junto con los cembranos 17 y 26 fueron
seleccionados al presentar valores de ICso menores a 30 UM contra las tres lineas celulares

evaluadas.

Se establecid que los ligandos 1, 17 y 26 son inductores de la apoptosis en la linea de
cancer de pulmén A549 a través de los analisis por citometria de flujo de las células
tratadas con diferentes concentraciones de los ligandos, usando los fluorocromos Anexina
V/7AAD. Con estos resultados los ligandos 1, 17 y 26 pueden ser considerados como
promisorios agentes inductores de apoptosis y pueden ser el punto de partida para la
optimizacion de estos a través del desarrollo de estudios adicionales que confirmen la

actividad la actividad estabilizante propuesta.

Esta seleccion permitio llevar a cabo un estudio para la determinacion de interaccion de
estos compuestos con la proteina tubulina utilizando RMN como técnica biofisica para
describir la interacciéon. A través de experimentos STD fue posible establecer que los
compuestos 1, 17 y 26, interactian con la tubulina. Asi mismo, fueron establecidos los
epitopos de union de cada uno de estos ligandos a través de este experimento.
Adicionalmente, la medicién de los coeficientes de difusion de estos ligandos en presencia
y ausencia de la proteina y los tiempos de relajacion T, y T. permitieron obtener una
caracterizacion completa de las interacciones observadas en el experimento STD y una

estimacion de la constante de disociacion de estos ligandos. Con los resultados obtenidos,
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se establecié que los ligandos 1, 17 y 26 son ligandos de mediana a alta afinidad para la
tubulina y que sus epitopos de union estan en los protones en las posiciones H-13 y H-14
para el compuesto 1, en las posiciones H9, en el metilo alilico CH3-19 y en el metilo del
acetato en C-14 para el compuesto 17, mientras que para el compuesto 26, ademas de los

anteriores, se observaron interacciones del metilo del acetato en la posicion C-4.

El acoplamiento molecular permitié realizar una exploracion de los modos de unién de los
ligandos seleccionados en el sitio de union de la colchicina y el taxol. Asi se logré
establecer modelos de union ligando-receptor para cada uno de los tres ligandos en ambos
sitios de unién. Las interacciones observadas experimentalmente a través del estudio por
RMN fueron confirmadas y se observaron principalmente interacciones con residuos
importantes del sitio de unién del taxol. La interaccion con el residuo Thr276 fue observada
en los tres ligandos y es una de las mas importantes para presentar la actividad
estabilizante de los microtlibulos, junto con otras interacciones que contribuyen a la
estabilizacion del ligando en el sitio de union. Las simulaciones de dinAmica molecular
permitieron confirmar la estabilidad de los ligandos en ambos microambientes proteicos,
asi como las interacciones con los residuos clave para la unién de los ligandos en estos
sitios de union, complementando la informacién obtenida experimentalmente en el estudio
por RMN.

Asi la integracion de las herramientas biofisicas, con las predicciones computacionales
aqui empleadas permitieron proponer el sitio de union, el modo de unién y los residuos con
los que interactdan los tres ligandos que mostraron inducir apoptosis por interaccién con

tublina en células tumorales de pulmon.

Finalmente, se recomienda llevar a cabo ensayos de competicion por RMN tanto en el sitio
de union del taxol como de la colchicina, para establecer de manera inequivoca el sitio de
union de estos ligandos y confirmar los modelos computacionales obtenidos. Asi mismo,
se recomienda la realizacién de ensayos como microscopia de fluorescencia para estudiar
como se afecta la estructura y la dinamica de los microtibulos en presencia de los ligandos

aqui evaluados.



4. Materiales y métodos

4.1 General

Los experimentos de RMN fueron adquiridos en un espectrémetro 500 VNMRS Agilent
(499.78 MHz para 'H). Para la lectura de los ensayos de viabilidad celular en placas de 96
pozos se uso6 un lector de placas de ELISA Tecan Sunrise Eliza-Reader (Hombrechtikon,
Switzerland) leyendo a una longitud de onda de 595 nm. Las mediciones de citometria de
flujo fueron realizadas en un Citometro de Flujo FACSCanto Il - Configuracién 4-2-2,
equipado con un laser de estado sélido (azul), a 488 nm / 20 mW de potencia y un laser
de He-Ne (rojo), a 633 nm/ 17 mW de potencia. Todos los solventes usados fueron grado
HPLC.

4.2 Ensayos de viabilidad celular

Las lineas celulares tumorales fueron compradas a la ATCC y cultivadas siguiendo las
recomendaciones hechas por ellos. Las lineas celulares A549 (cancer de pulmén humano),
MCF7 (adenocarcinoma de mama humano) y PC3 (cancer de prostata humano) fueron
cultivadas en el medio modificado Dulbecco Eagle (DMEM) (Lonza, Rockland, ME)
suplementado con 10 % de suero fetal bovino (FBS, Gibco, USA) y 1% de penicilina-
estreptomicina (Lonza, Rockland, ME) en atmosfera humeda de COz al 5 % y a una

temperatura de 37 °C.

La actividad citotdxica de la libreria de diterpenos fue determinada a través del ensayo de
viabilidad celular usando bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil tetrazolio (MTT)
como indicador de viabilidad de celular en placas de 96 pozos [220]. Brevemente, 100.000
células fueron sembradas en cada pozo y se dejaron incubar por 24h para permitir su
adhesion a la placa. Una vez adheridas, se procedid a retirar el medio de cultivo y
posteriormente las células fueron tratadas con diferentes concentraciones (100, 30, 10, 1

and 0.1 pg/mL) de cada uno de los 32 compuestos, los cuales estaban previamente
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disueltos en DMSO ultra puro (Sigma-Aldrich) a una concentracion de 10 mg/mL. Las
placas fueron incubadas a 37 °C por 48h. 10 uL de una solucién stock 5 mg/mL de MTT
(Thermo-Fisher) disuelto en PBS, fueron afadidos a cada pozo e incubados por 4h a 37
°C en atmosfera humeda de CO; al 5 %. Finalmente, el sobrenadante fue removido y 100
puL de buffer de lisis salino fueron afiadidos. La viabilidad celular fue medida por su

absorbancia a A=595 nm.

La concentracion inhibitoria 50 (ICso) fue determinada como la concentracion a la que el 50
% de las células no son viables. El porcentaje de viabilidad celular fue calculado usando la
siguiente ecuacién: % inhibicion: 100 x [Abs/Abs 100 % supervivencia], donde Abs se
entiende como la absorcion del pozo a A=595 nm. Estos datos fueron posteriormente
analizados mediante un modelo logaritmico usando el software GraphPad Prism 5.1, para
asi determinar el valor de ICsy para cada compuesto frente a las 3 lineas celulares

tumorales.

4.3 Caracterizacion del proceso de muerte celular

Para la caracterizacion del proceso de muerte celular se utilizé el kit de apoptosis APT750
[221] (Merck, Millipore). Inicialmente, se cultivo la linea tumoral A549 como se describi6 en
el numeral 1.4.2. Los ensayos fueron llevados a cabo en cajas de 6 pozos. Brevemente,
300.000 células fueron sembradas en cada pozo y se dejaron incubar por 24h para permitir
su adhesion a la placa. Una vez adheridas, se procedié a retirar el medio de cultivo y
posteriormente las células fueron tratadas con tres concentraciones que representan el 25
% de muerte celular, 50 % de muerte celulary 75 % de muerte celular para los compuestos
1,17y 26.

Las placas fueron incubadas a 37 °C por 48h. Pasado este tiempo se procedio a retirar el
medio de cultivo y a la adicion de 1 mL de tripsina 1x (Trypsina-EDTA 0.25%, Gibco, USA)
para recuperar las células de la placa. Esta se incubo por 3 min a 37°C. 2 mL de PBS se
afadieron para neutralizar la tripsina adicionada. La suspension de células se transfirio a
un tubo falcon de 15 mL y se centrifugé por 3 min a 1500 rpm. El sobrenadante fue
removido y las células fueron suspendidas en 300 pL de buffer de unidbn 1x a una
temperatura de 4 °C (10 mM HEPES/NaOH pH 7.4, 140 mM NacCl, 2.5 mM CacCl,, Merck,

Millipore). 200 pL de esta suspension fueron transferidos al tubo para la medicion en el
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citometro de flujo; 4.5 uL del conjugado de anexina V, ApopNexin™ FITC (Merck, Millipore)
fueron afiadidos a esta suspensiony 2 uL de 7AAD (Gibco, USA) fueron también afiadidos.
La suspension fue mezclada e incubada por 15 min a temperatura ambiente en oscuridad

hasta su lectura.

20000 eventos fueron analizados durante la lectura en el citbmetro de flujo. Cada
tratamiento fue comparado con los respectivos controles negativos, que consisten en
células sin tratamiento sin marcar, células sin tratamiento s6lo marcadas con ApopNexin™
FITC, células sin tratamiento s6lo marcadas con 7AAD y células sin tratamiento marcadas
con ambos fluorocromos. Para asi establecer la auto compensacién de las lecturas para
las células con los tratamientos de los compuestos mencionados, asegurando asi que las
células se encuentran vivas al momento del desprendimiento y la lectura, y que los efectos
de muerte celular observados en las lecturas son producto de la adicién de los tratamientos

de los compuestos.

4.4 Preparacion de las muestras paralos analisis por RMN

Los ligandos 1, 17 y 26 fueron disueltos en DMSO deuterado (DMSO-ds) (Sigma-Aldrich)
para obtener una solucion stock 120 mM. La tubulina (Cytoskeleton, Inc.) fue disuelta en
buffer fosfato salino pH 7.4 10 mM y purificada por ultrafiltracion usando el filtro Amicon
Ultra-4 10K (Merck Millipore) en 5 ciclos de 20 minutos a 6000 rpm.

Para los experimentos STD, cada compuesto fue preparado a una concentracion de 1 mM
en buffer fosfato salino pH 7.4 (10 mM) y 10% DO, la tubulina purificada (100 uM) fue
afadida al medio obteniendo una relacion molar de 100:1 (ligando:proteina), para
conseguir un volumen final de 600 pL. Para la medicion de los tiempos de relajacién y
coeficiente de difusion la muestra contenia la misma relacién ligando:proteina. En este
caso se utiliz6 como medio de disolucion buffer fosfato salino pH 7.4 (10 mM) preparado
en D20.

4.5 Experimentos de STD para la determinacion de la
interaccion de los compuestos activos con la tubulina

Todos los experimentos fueron adquiridos a 25°C en un espectrometro 500 VNMRS

(Agilent) operando a una frecuencia de 499.78 MHz para el nucleo de *H y procesados
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usando el software MestReNova 6.0.2. Los experimentos fueron adquiridos usando la
secuencia de pulsos basica descrita por Mayer y Meyer [143], con la inclusion de la
secuencia DPFGSE (Double Pulsed Field Gradient Spin Echo) [188] para la supresion de
la sefial del agua residual. La sustraccion de los espectros fue hecha en scans alternados
para generar el espectro diferencial. Dos segundos fueron usados para la transferencia de
la saturacién, la irradiacion para el espectro on-resonance fue hecha a una frecuencia de
-2897 Hz (-1.5 ppm) y para el espectro off-resonance a 15970.9 Hz (30 ppm) con una
potencia de 10 dB, usando un pulso de saturacion gaussiano con una duracion de 50

milisegundos. Los espectros fueron adquiridos con 1024 scans.

4.6 Caracterizacion de la interaccion ligando-tubulina a
través de medidas de relajacion

La medicion del tiempo de relajacion T, fue hecha usando el experimento de inversion
recuperacion [222]. Con una ventana espectral (sw) de 14 ppm, un tiempo de relajacion d1
de 20 segundos, la duracion del pulso de 90° (pw90) fue de 10.25 pus, 10 incrementos del
delay (d2) fueron realizados entre 0.0625 y 32 segundos. Los espectros fueron adquiridos
con 16 scans. Finalmente, se hizo la integracion de cada una de las sefiales que
corresponden al ligando y se calculd el diferencial del tiempo de relajacion para cada

nucleo del ligando en presencia y ausencia de la tubulina.

La medicion del tiempo de relajacién T, fue hecha usando la secuencia Carr-Purcell-
Meiboom-Gill (CPMG) [223]. Con una ventana espectral (sw) de 14 ppm, un tiempo de
relajaciéon d1 de 10 segundos, un pw90 de 9.5 us. Nueve incrementos del delay (d2) fueron
realizados entre 0.025 y 6.4 segundos, los espectros fueron adquiridos con 16 scans.
Finalmente, se hizo la integracion de cada una de las sefiales que corresponden al ligando
y se calcul6 el diferencial del tiempo de relajacion para cada nuacleo del ligando en

presencia y ausencia de la tubulina.

4.7 Medidas de difusion para la estimacion de la
constante de disociacion (Kbp)

El coeficiente de difusion del ligando en presencia y ausencia de la tubulina fue

determinado usando la secuencia Bipolar Pulse Pair Longitudinal Eddy Current Delay
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(BPPLED) [195]. Se utilizé un Diffusion delay (A) de 50 ms, la duracion de los pulsos de
gradiente fue de 2 ms, la fuerza del pulso de gradiente fue aumentada en 15 incrementos
desde 1300 hasta 32500 G%/cm?. El tiempo de estabilizacion para los pulsos de gradiente
fue de 0.5 ms, un pw90 de 10.25 pus fue utilizado. Finalmente, los espectros fueron
adquiridos con 32 scans. La constante de disociacion fue estimada usando la ecuaciéon
propuesta por Larive [224], [225]:

Dy, — D, D, — Dy,
Kg = Prot | o—=2) + Lot | ——=2
Ecuacién 1

Donde, P corresponde a la concentracion total de la tubulina, Lia la concentracion total
del ligando, D, coeficiente de difusion medido para las sefiales resueltas del ligando en el
espectro de la mezcla ligando-proteina, Drcoeficiente de difusion medido para la proteina
y el ligando libres, respectivamente; Dy es el coeficiente de difusion para el ligando ligado

a la proteina el cual se aproxima al coeficiente de difusion de la proteina libre.

4.8 Acoplamiento molecular

Los 32 compuestos fueron modelados tridimensionalmente usando el software
MarvinSketch 17.28.0 (ChemAxon Ltd.) para generar los archivos del ligando con
extension .mol2. La preparacion de estos archivos consistio en la adicion de las cargas
atoOmicas parciales, los hidrégenos polares y no polares, la asignacion de los tipos de
atomos, la definicion del centro de rotacion del ligando y la asignacion de los enlaces
rotables y no rotables usando la suite AutoDockTools 1.5.6 [202], para finalmente generar

el archivo con extension .pdbgt para cada compuesto

Los archivos de coordenadas para la tubulina en presencia de taxol y colchicina (PDB ID.
1JFF y 1SAO, respectivamente), fueron obtenidos del repositorio Protein Data Bank (PDB).
La remocion de moléculas de agua, ligandos, cofactores, iones y todas aquellas moléculas
accesorias que no deben ser incluidas en el receptor fue hecha usando la versién
académica del software Free Maestro 11.4 (Schrédinger), con el archivo del receptor
preparado este se guardo con extension .pdbqt en el programa suite AutoDockTools 1.5.6,
el cual, junto con el archivo .pdbqgt del ligando son los archivos de entrada para el

acoplamiento molecular.
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El acoplamiento molecular (Docking) fue llevado a cabo en un grid map de 56x56x56
puntos centrados en el ligando (x=3.00; y=-22.00; z=-11.00 para el taxol) y (x=-1.00; y=-
3.00; z=-4.00 para la colchicina), con un espaciamiento en el grid de 0.375 A. 50 corridas
con 10 millones de evaluaciones usando el algoritmo hibrido genético Lamarckiano como
método de busqueda, fueron realizadas para cada compuesto tanto en el sitio de unién del
taxol como el de la colchicina. Los resultados del acoplamiento molecular fueron

analizados y visualizados en la interfaz grafica del paquete AutoDockTools 1.5.6.

4.9 Simulaciones de dinamica molecular

Los mejores modos de union obtenidos del acoplamiento molecular para los ligandos 1, 17
y 26 tanto en el sitio de union del taxol como la colchicina, fueron sometidos al protocolo
de simulacion de dinamica molecular usando el software Desmond [226]. Para los seis
complejos ligando-proteina fue construido un sistema ortorrombico de 10 A3, utilizando el
modelo de asociacion de agua TIP3P. Para los sistemas en el sitio de unién del taxol, estos
fueron neutralizados mediante la adicion de 14 atomos de sodio (Na*); para los complejos
ligando-proteina en el sitio de unién de la colchicina los sistemas fueron neutralizados
mediante la adicién de 21 atomos de sodio (Na*), sal (NaCl) a una concentracién de 0.15

M fue afadida al sistema para simular sistema fisiolégico.

El tiempo total de la simulacién de produccion fue de 50 ns, registrando en intervalos de
1.2 ps y una trayectoria de 9.6. La simulacién fue llevada a cabo utilizando un ensemble
class NPT, a una temperatura de 300 K y una presién de 1.01325 bar, el sistema fue
relajado antes de la simulacion utilizando los protocolos de simulacién que proporciona el
software por defecto. La visualizacion y andlisis de las trayectorias generadas en la

simulacion fue hecha en Maestro 11.4 (Schrodinger).
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Anexo 1: Espectro de RMN-tH (500 MHz) del compuesto 1. 10% D20 pH 7.4
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Anexo 2: Espectro de RMN-tH (500 MHz) del compuesto 17. 10% D2O pH 7.4
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Anexo 3: Espectro de RMN-1H (500 MHz) del compuesto 26. 10% D20 pH 7.4

2400
ov- 2300
2200
-2100
2000
1900
- 1800
1700
1600

H-18

H-20

1500

- 1400
- 1300
- 1200
- 1100
- 1000
- 900
- 800
o
- - 700
} T - 600
- 500

H-17b

‘ 400

| = H 300
N | Ulj': “H\ H 200
J “ - 1L;Um%_ M\_ A A.Mﬂ L._J::‘:\d 1 W'JI h LW‘J%\M ’ WWQM e

—-100

3]
N~
T
I

_
—

~-200




111

Anexo 4: Tabla de determinacion del tiempo de relajacion T1 en presencia (int) y
ausencia de latubulina para 1

Freq Intensidad | T1(s) | Intensidad T1(S) A Asignacion
(ppm) (int) (int)

6.87 33.8546 1.312 38.4754 0.6006 0.7114 H14
6.37 22.651 0.8446 29.1793 0.5257 0.3189 H2
6.03 47.1693 | 2.2965 47.8367 0.758 1.5385 H13
2.16 232.527 1.018 80.9114 0.8634 0.1546 Ac4
2.05 255.555 1.097 87.3974 0.9788 0.1182 Acll
1.95 246.434 1.003 87.2285 0.878 0.125 Ac9
1.37 289.702 | 0.6261 96.9202 0.6674 -0.0413 H20
1.21 76.5993 | 0.6215 33.2002 0.6263 -0.0048 H18
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Anexo 5: Tabla de determinacion del tiempo de relajaciéon T1 en presencia (int) y
ausencia de la tubulina para 17

Freq Intensidad | T1(S) Intensidad | Ta (s) (int) A Asignacion
(ppm) (int)

2.85296 56.2832 1.116 14.9507 1.901 -0.785 H1
2.58874 18.9003 0.6832 26.2232 24.52 H13a
2.38128 9.7232 5.235 12.7887 1.316 3.919 H10
2.27266 61.0319 13.42 18.5816 1.12 12.3 H9
2.12588 9.6717 3.72 22.1359 0.8854 2.8346 H13b
1.99377 11.6356 2.75 18.7085 1.419 1.331 H6
1.91059 19.8716 0.7078 82.7269 0.7258 -0.018 H22
1.80882 9.273 4.531 24.0946 2.393 2.138 H10
1.65616 100.153 1.217 71.5403 0.6955 0.5215 H18
1.53579 10.6495 3.805 66.3033 0.6761 3.1289 H21
1.2931 163.97 0.8417 61.2212 0.6259 0.2158 H19
6.29169 167.906 0.887 17.9165 0.3014 0.5856 H17a
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Anexo 6: Tabla de determinacion del tiempo de relajacion T1 en presencia (int) y
ausencia de latubulina para 26

Freq Intensidad T1(S) Intensidad Ta (S) A Asignacion
(ppm) (int) (int)

2.58 72.9928 15.29 28.4079 16.26 -0.97 H13
2.26 31.5957 0.3818 20.237 1.911 -1.5292 H9
2.17 25.7617 1.111 22.8858 0.912 0.199 H2a
1.99 259.086 0.9348 27.1709 1.3 -0.3652 AC-4
1.83 24.4693 0.5561 19.8099 0.8667 -0.3106 H2b
1.61 218.866 0.7669 17.9473 1.445 -0.6781 H22
1.57 24.7236 0.4059 19.0968 1.089 -0.6831 H18
1.53 222.983 0.8101 19.3456 1.004 -0.1939 H21
1.29 214.595 0.5129 20.2776 0.9275 -0.4146 H19
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Anexo 7: Tabla de determinacion del tiempo de relajacién T2 en presencia (int) y
ausencia de la tubulina para 1

Freq Intensidad | T2 (S) Intensidad T2 (s) A Asignacion
(ppm) (int) (int)

2.16 213.435 2.046 114.586 0.3908 1.6552 Ac4d
2.05 233.397 1.406 127.762 0.4359 0.9701 Acll
1.95 235.479 1.302 127.614 0.3277 0.9743 Ac9
1.37 300.599 0.3406 146.149 0.272 0.0686 H20
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Anexo 8: Tabla de determinacion del tiempo de relajacion T2 en presencia (int) y
ausencia de latubulina para 17

Freq Intensidad | T2 (s) Intensidad T2 (S) A Asignacion
(ppm) (int) (int)
1.91059 92.8622 1.307 173.937 0.5919 0.7151 H22
1.65616 76.6352 0.9123 126.476 0.8 0.1123 H18
1.53579 75.1331 0.8368 125.818 0.689 0.1478 H21
1.2931 79.706 0.6402 138.98 0.4355 0.2047 H19




Anexo 9: Tabla de determinacion del

coeficiente de

difusion del ligando 1 en ausencia de la tubulina

Freq D (x1019 m?/s)
(ppm)
6.9003 2.678
6.8984 2.5263
6.8964 2.5093
6.8768 3.2599
6.8768 2.7754
6.872 2.7623
6.048 2.6423
6.046 2.6938
6.0284 2.7596
6.0206 3.2832
5.591 2.7054
5.5734 2.7917
5.5616 2.6901
5.5401 2.7099
5.4638 2.9322
5.451 2.7893
5.4471 3.9581
5.3248 2.951
5.3189 2.8722
5.317 3.0258
5.3072 3.2426
5.1232 2.8097
Difusién 2.8803
Std 0.3221
Difusién 2.8803 *
0.3222
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Anexo 10: Tabla de determinacién del

coeficiente de

difusion del ligando 1 en presencia de la tubulina

Freq D (x101° m?/s)
(ppm)
2.1621 2.591
2.0701 1.8673
2.0593 2.6259
1.9536 2.6824
1.9409 2.2228
1.3919 1.8884
1.3782 2.5909
1.2011 2.9709
1.1972 2.591
Difusion 2.447
Std 0.374568762
Difusion 2.447 £ 0.374
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Anexo 11: Tabla de determinacion del coeficiente de
difusion del ligando 17 en ausencia de la tubulina

Freq D (x1019 m?/s)
(ppm)
1.9106 3.1295
1.6552 2.8149
1.5358 2.8642
1.2941 2.8884
Difusion 2.9242
Std 0.1402
Difusién 2.9242 +
0.1402
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Anexo 12: Tabla de determinacién del

coeficiente de

difusion del ligando 17 en presencia de la tubulina

Freq D (x101° m?/s)
(ppm)

1.9155 2.2817
1.9106 2.6201
1.6601 2.3736
1.6562 2.7169
1.6532 2.6831
1.6503 2.6914
1.5407 2.5892
1.5358 2.5606
1.5328 2.743
1.5299 2.5998
1.297 2.2547
1.2941 2.5081
1.2921 2.5936
Difusion 2.5550
Std 0.1595

Difusién 2.5550 +
0.1595
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Anexo 13: Tabla de determinacion del coeficiente de
difusion del ligando 26 en ausencia de la tubulina

Freq D (x1019 m?/s)
(ppm)
1.91 2.9516
1.83 3.1389
1.8 3.6575
1.78 2.797
1.65 2.952
1.63 3.3675
1.57 3.0734
1.53 2.9154
1.29 3.0358
Difusion 3.098
Std 0.264
Difusion 3.098 £ 0.264
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Anexo 14: Tabla de determinacion del

coeficiente de

difusion del ligando 26 en presencia de la tubulina

Freq (ppm) D (x1019 m?/s)
2.1993 0.6711
2.1895 0.7734
2.1807 0.6631
2.1758 0.713
2.1689 0.7435

2.163 0.7976
2.1552 0.8707
2.1513 0.8313
2.1445 0.8377
2.1386 0.8687
2.1347 0.8379
2.1308 0.8703

2.121 0.9743

2.117 0.9895
2.1092 0.9445
2.0994 1.375
2.0946 1.3682
2.0906 1.3347
2.0515 1.6098
2.0348 1.5249
2.0319 1.3362
2.0251 1.112
2.0192 1.2465
2.0153 1.2585
2.0065 1.2069
1.9938 1.0727
1.9869 1.0623
1.9703 1.178
1.9605 1.1128
1.9546 1.1083
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1.9438 1.0845
1.9389 1.2245
1.9262 1.1277
1.9184 1.1239
1.9135 1.2264
1.9067 1.5144
1.8969 1.283
1.8832 1.0482
1.8773 1.0289
1.8714 0.9883
1.8626 1.1106
1.8558 0.9742
1.8479 0.9514
1.844 0.9687
1.8352 0.9719
1.8313 1.1003
1.8254 1.0383
1.8166 1.1867
1.8098 1.9324
1.8 0.9841
1.7951 1.1879
1.7912 1.4843
1.7863 1.3277
1.7657 1.3438
1.5994 1.7887
1.5935 1.8193
1.5916 2.0055
1.5867 1.6665
1.5808 1.7316
1.5739 1.6448
1.5632 1.6543
1.5612 1.7329
1.5485 1.8067
1.5456 1.8438
Difusién 1.2081
std 0.1564
Difusion 1.2087+ 0.1564







