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RESUMEN

En esta tesis se propuso identificar nuevos agentes de asociacion a
tubulina con potencial actividad antitumoral a partir de la basqueda de
compuestos que imiten el mecanismo de accion de epotilonas, agentes
antimitoticos actualmente utilizados en ensayos clinicos. Para ello se
obtuvieron modelos de asociacién de 20 complejos epotilona-tubulina
mediante simulaciones de Dinamica Molecular. Estos modelos fueron
validados con la informacion sobre la relacion entre estructura y
actividad disponible para dicha serie de derivados. Una vez
identificados los residuos de tubulina e interacciones mas relevantes en
la asociacion tubulina-epotilona se realizd Screening Virtual (SV)
usando librerias de moléculas de la base de datos ZINC que fueron
filtradas segun criterios farmacoldgicos y estructurales. Entre los
compuestos mejor evaluados del SV se seleccionaron 12 candidatos
para realizar ensayos biologicos, testeando su actividad bioldgica a
través de medidas de polimerizacion de tubulina in vitro, resultando tres
de los compuestos ser agentes promotores de la polimerizacion de

tubulina y por lo tanto potenciales nuevos compuestos antitumorales.
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SUMMARY

In this thesis, Virtual Screening and other bioinformatic methods are
proposed to identify new tubulin-binding compounds with potential
antitumor activity, using as reference the epothilone-tubulin model. To
obtain active compound that reproduce the mechanism of epothilone,
models of 20 epothilones-tubulin complexes were obtained by
simulations of Molecular Dynamics. These models with experimental
information available for series of derivatives were validated. Virtual
Screening was carried out and libraries of molecules from the ZINC
database were used. These compounds according to the
pharmacological and progressive criteria were filtered, and then ligand-
tubulin interaction by Molecular Docking was evaluated. Among the
compounds, the best score ligands were selected. Finally, the biological
activity of the 12 hits compounds selected were tested through in vitro
tubulin polymerization assays. The results showed that these
compounds three correspond to agents that promote tubulin

polymerization.
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1. INTRODUCCION. TUBULINA Y MICROTUBULOS

1. INTRODUCCION

1.1 Tubulina y microtubulos

Los microtabulos (MT) son componentes claves del citoesqueleto de
células eucariotas y esenciales para el desarrollo y mantenimiento de la
forma celular, transporte de vesiculas, mitocondrias y otros
componentes, sefializacion celular y mas importantemente en la division
celular y en la mitosis. Los MT son polimeros proteicos filamentosos de
longitud micrométrica, con una estructura tubular de 24 nm de didmetro
exterior y 12 nm de diametro interior y estdn formados por la
polimerizacion de la tubulina (100000 Da), que constituye la unidad

bioldgica de los MT en solucion [1-3] .

La tubulina es una proteina compuesta por dos unidades: a- y p-tubulina
que se disponen de forma tubular filamentosa [4]. Cada mondmero
contiene alrededor de 450 aminoacidos y un nucleétido de guanina, y su
secuencia se encuentra muy conservada en todos los organismos
eucariotas. Los monomeros alfa y beta comparten cerca del 40% de

identidad de secuencia y sus estructuras tridimensionales son muy

1



1. INTRODUCCION. TUBULINA Y MICROTUBULOS

similares. Cada dimero de tubulina esta asociado a dos moléculas de
guanosin trifosfato (GTP). El nucledtido unido a a-tubulina, no es
intercambiable mientras que el que se encuentra unido a B-tubulina
puede ser intercambiado por guanosin difosfato (GDP). EI GTP es
necesario para la polimerizacidén de la tubulina, este proceso ocurre

espontaneamente seguido de la hidrolisis de GTP a GDP.

La polimerizacion de la tubulina ocurre mediante un proceso de
nucleacidn-elongacion donde la formacion de un pequefio nudcleo es
seguida de un rapido crecimiento debido a la adicion reversible y no
covalente de dimeros de tubulina en sus extremos. Es asi como los
dimeros de tubulina interaccionan cabeza con cola para formar
filamentos rectos o protofilamentos que posteriormente se asocian de
forma paralela, estableciendo contactos laterales entre ellos para formar
la pared cilindrica de los MT. Los MT comUnmente consisten de 12 o
13 protofilamentos alineados de forma paralela (FIGURA 1). Los
cilindros pueden alargarse o contraerse mediante la adicién o
eliminacion de subunidades en los extremos. Los MT estan polarizados

con a-tubulina expuesta en el extremo negativo que corresponde al de
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crecimiento mas lento y B-tubulina en el extremo positivo donde el
crecimiento es mas rapido. [5-7]. Sin embargo, este crecimiento puede
detenerse durante la polimerizacidn y ocurrir de manera repentina una
despolimerizacion, llegando incluso en ocasiones a desaparecer 0 a
reiniciar el proceso de polimerizacion. Este fenémeno por el cual los
MT pueden crecer, encogerse y rapidamente cambiar entre estos dos
estados se conoce como inestabilidad dinamica. Esta propiedad es de
vital importancia para llevar a cabo correctamente las diversas funciones
celulares de las que los MT son responsables, y es especialmente
importante durante la mitosis debido a que permite el ensamblaje del

huso mitético[8].
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FIGURA 1. Los heterodimeros de tubulina se unen para formar nucleos cortos de
MT. Este proceso es seguido de un alargamiento de los MT en ambos extremos para
formar un cilindro que se compone de heterodimeros de tubulina. Cada microttbulo
tiene un extremo positivo de B-tubulina y un extremo negativo de a-tubulina.

Durante la década de 1970 la tubulina comenzé a ser utilizada como
sitio de accion de compuestos con actividad antitumoral, considerando
que al interaccionar con la proteina estos alteran el proceso de
polimerizacion y dindmica de los MT perturbando el proceso normal de
mitosis mediante la prevencion de formacion del huso y la segregacion
cromosomica generando la muerte celular (FIGURA 2). Los agentes
antimitdticos que se asocian a tubulina se clasifican en dos grandes
grupos, compuestos desestabilizantes y compuestos estabilizantes de

MT. Los compuestos desestabilizantes (FIGURA 3.a) inhiben la
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polimerizacion de tubulina en altas concentraciones, a través de la unién
no covalente sobre dos dominios de la tubulina: el dominio vinca y el
dominio colchicina. [9, 10]. Dentro de los compuestos que se unen al
sitio vinca se encuentran los alcaloides vinca (vinblastina, vincristina,
vindesina y vinflunina), las criptoficinas y dolastatinas (eribulina,
espongistatina, rizoxina, maitansinoides y tasidotina). Los compuestos
que se asocian al sitio de la colchicina incluyen a colchicina y sus
analogos, podofiloticina, combrestatina, CI-980, 2-metoxioestradiol,

fenilahistinas, estegacinas , indibulinas y curacinas [11].
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FIGURA 2. Efecto de las drogas del tipo antimitéticas. Cuando las células son
expuestas a agentes antimitdticos como el paclitaxel, detienen la mitosis debido a la
activacion cronica del control del ensamblaje del huso mitdtico. A continuacion,
estas siguen uno de los varios caminos. Las células pueden morir directamente en la
mitosis, dividirse desigualmente o pueden salir de la mitosis sin dividirse. En este
caso las células pueden morir en la interfase, detenerse en la interfase o continuar
con ciclos celulares adicionales en ausencia de division.

Por otro lado, los compuestos estabilizantes de MT son agentes que
favorecen la polimerizacion de tubulina a altas concentraciones y estos
incluyen agentes que se asocian al sitio del paclitaxel en la B-tubulina
(FIGURA 3.b): paclitaxel, docetaxel, patupilona, discodermolida,
eleuterobinas, sarcodictinas, ciclostreptina, dictiostatina, y al sitio de
unién de laulimalida, y pelorusido A. El primer agente antimitotico para

el que se reporto este mecanismo de accion fue paclitaxel (Taxol®) [12,

6
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13], compuesto actualmente aprobado para el tratamiento de varios tipos
de cancer. A partir de su descubrimiento e incorporacion clinica, se
inicio una busqueda de agentes antitumorales que operan por el mismo

mecanismo interfiriendo con la funcion microtubular.
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FIGURA 3. Estructuras de compuestos que se asocian a tubulina; a)
Desestabilizantes y b) Estabilizantes de los MT.
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1.2 Epotilonas

Algunos de los agentes antitumorales mas activos, tales como los
taxanos, han sido dificiles de desarrollar debido a la escasez de sus
fuentes naturales[14]. Dentro de los compuestos mas promisorios para
el desarrollo de nuevos agentes antitumorales con propiedades analogas
al taxol se encuentran las epotilonas, compuestos macrociclicos de
origen natural, descubiertos como metabolitos secundarios de la
mixobacteria Sorangium cellulosum [15], y con reconocidas
propiedades antitumorales. Las epotilonas nativas A (EPA) y B (EPB)
(FIGURA 4) comparten la misma estructura a excepcion de un grupo
metilo adicional en C12 de la EPB, e inducen la polimerizacion de
tubulina in vitro en ausencia de cualquier proteina de asociacion a MT
y GTP. La EPB es un promotor de la polimerizacion mas potente que la
EPA o el taxol[16]. A diferencia del taxol las epotilonas han demostrado
inhibir el crecimiento de céelulas que sobre expresan P-glicoproteina lo
que indica que estos compuestos podrian ser utiles para el tratamiento
de tumores resistentes a multiples farmacos. Las epotilonas son

significativamente mas solubles en agua que los taxanos, por lo que su




1. INTRODUCCION. MODELOS DE ASOCIACION

uso en formulaciones médicas acarrearia menos problemas que estos,
disminuyendo los efectos secundarios de la droga. Este perfil in vitro
hace de las epotilonas compuestos con atractivas propiedades en
comparacion a otros medicamentos utilizados en el tratamiento de
cancer. Diversos estudios clinicos de epotilonas (ixabepilona, BMS-
310705, patupilona, KOS-862, y sagopilona), han demostrado los
avances de este tipo de compuestos en un espectro relativamente amplio
de accion, incluyendo el tratamiento de cancer de pulmon, ovarios,
mama y de linfomas, entre otros, estimulandose la sintesis de una gran
cantidad de derivados de epotilonas en la busqueda de nuevos farmacos

[17, 18].

Elaboracion propia

FIGURA 4. Estructura de las epotilonas, R=H en EPA y R=CH3s en EPB.
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Los primeros estudios sobre las relaciones estructura-actividad de
epotilonas se centraron en la region del epoxido en C12-C13. Los
resultados de estos indican que las modificaciones en esa region afectan
la actividad estabilizante de MT. Esto queda demostrado en las
epotilonas nativas A y B donde la adicion de grupo metilo en C12 en la
EPB otorga un aumento considerable en potencia en la induccion de la
polimerizacion de tubulina in vitro en comparacion a la EPA o el
paclitaxel. Sin embargo, se ha observado que la presencia del anillo
epoxido en C12-13 no es requerido, debido a que las desoxiepotilonas
(epotilona C y epotilona D) que carecen del epdxido son potentes
estabilizadores de MT. Por otro lado, el grupo liderado por Rubén Buey
[19] determiné que la epimerizacion del C15 y C13 genera compuestos
de baja afinidad por la tubulina. Ademas, se determino que el cambio en
la cadena lateral de tiazol por piridina tiene un efecto favorable en EPA,
pero que ocurre lo contrario en EPB. Ademas, se sabe que la
deshidroxilacion en C3-OH, metilacion del C12 y la desmetilacion,
epimerizacion y dimetilacion del C8, producen cambios significativos
en la actividad bioldgica de las epotilonas. En el caso de la epotilona C

(FIGURA 5.a) que posee un 72% de actividad de polimerizacion de

10
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tubulina (%TP), su actividad se ve drasticamente reducida debido a
modificaciones en C8, obteniendo actividades de 23, 11 y 2% como
consecuencia de la desmetilacion (FIGURA 5.b), epimerizacion
(FIGURA 5.c) y dimetilacion (FIGURA 5.d) respectivamente. De
manera similar la deshidroxilacion en C3-OH produce la inactividad de

la epotilona modificada segun lo reportado en bibliografia[20, 21].

a Epotilona C

Elaboracion propia

FIGURA 5. a) Estructura de la epotilona C, y de sus analogos inactivos con
modificaciones en C8; b) analogo desmetilado, ¢) epimerizado y d) dimetilado.

Es evidente entonces que se producen importantes cambios en la
actividad de la epotilonas como resultado de pequefias modificaciones

estructurales, sin embargo, aun se desconoce el origen de dicha pérdida

11
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de actividad. Una hipotesis es que las modificaciones estructurales
debilitan la interaccion con tubulina por pérdida de la conformacién que
adopta la epotilona en el sitio de union. El hecho de que la actividad
presentada por las epotilonas sea tan susceptible a modificaciones es una
desventaja para efectos de continuar con la sintesis de analogos
potencialmente activos. En este sentido, la busqueda de otros
compuestos que compartan el modo de asociacion de las epotilonas es

de gran relevancia en el disefio de nuevos farmacos.

1.3 Disefio racional de farmacos. Screening Virtual

Las estrategias convencionales en el disefio de farmacos se basan en la
sintesis y ensayos de actividad para una gran cantidad de sustancias,
sobre la base de modificaciones estructurales de compuestos de
actividad biologica conocida. Una de las dificultades de este tipo de
estrategia es que, tras extensos y costosos procesos de desarrollo, solo
unos pocos compuestos resultan ser efectivos para el tratamiento de una
cierta enfermedad. Como respuesta a este problema surgio el disefio

racional de farmacos, donde la utilizacion de herramientas

12



1. INTRODUCCION. MODELOS DE ASOCIACION

computacionales ha proporcionado mejoras en tiempo y costo en la
obtencion de posibles farmacos y han sido cruciales no s6lo para
predecir la potencialidad de nuevos farmacos, sino también como
estrategia auxiliar para comprender sus mecanismos de accién

farmacoldgica.

El Screening Virtual (SV) es una de las técnicas bioinformaticas de
mayor importancia en el actual disefio racional farmacos. EI SV permite
identificar moléculas potencialmente activas (hits) frente a un
determinado receptor a partir del analisis de bases de datos o colecciones
virtuales de estructuras quimicas[22-25]. A continuacion, estos
compuestos hits suelen ser sometidos a una refinacion para obtener una
estructura o una serie de estructuras activas (leads), que son el punto de
partida para el desarrollo de nuevas drogas. La disminucion del costo y
tiempo en la obtencion de posible nuevos farmacos convierten al SV en
una alternativa ventajosa para la basqueda de nuevos compuestos que
emulen el mecanismo de accién de las epotilonas en su asociacion a la
proteina tubulina. Para ello es imprescindible identificar un modelo de

asociacion epotilona-tubulina que proporcione informacién valiosa

13
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acerca de la union del ligando con el receptor y que permita realizar una

correcta busqueda de nuevos compuestos.

1.4 Modelos de asociacion epotilona-tubulina

Las investigaciones realizadas sobre la asociacion epotilona-tubulina
han demostrado que la interaccion ocurre en un segmento flexible de la
proteina capaz de albergar epotilonas, como también a otros farmacos,
a pesar de ser una zona altamente expuesta al medio. No obstante,
todavia existen controversias con relacion a los detalles de dicha
asociacién. Algunos de los modelos publicados hasta la fecha presentan
significativas discrepancias y solo se han basado en la interaccion de las
epotilonas A y B con tubulina. EI grupo liderado por T. Carlomagno
[26, 27], publico datos estructurales del complejo EPA-tubulina
obtenido por RMN, sefialando que el anillo tiazol de la epotilona
interacciona con el anillo aromatico del residuo His227 de la tubulina,
mientras que el grupo C7-OH interacciona con los residuos Thr274 y
Arg282, bloqueando la cadena lateral del residuo Arg282, que forma un

enlace de hidrdgeno con la cadena lateral del residuo Thr274 (FIGURA

14



1. INTRODUCCION. MODELOS DE ASOCIACION

6). Ademas, el residuo Arg276 de la estructura proteica interacciona con
el segmento hidrofobico C15-C18 de la cadena lateral de la epotilona, y

con el anillo tiazol de la epotilona [28].

FIGURA 6. Representacion del sitio de union de la EPA con la tubulina del
complejo obtenido mediante RMN (color rojo: hélice H1, amarillo: H7 hélice)[26].

Un afio mas tarde, Nettles y col [29] propuso otro modelo de asociacion
para el complejo EPA-tubulina obtenido a partir de cristalografia
electronica. En este modelo se encontrd que la epotilona unida a la
tubulina se estabilizaba debido a que los grupos C1-CO, C3-OH, C5-

CO y C7-OH posicionados en un costado del macrociclo del ligando,

15
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participaban en una red de contactos con los residuos Thr274, Arg276 y
Arg282. Ademas, el nitrégeno del anillo tiazol serviria como aceptor de
protones del residuo His227. Las interacciones restantes en el modelo
ligando-proteina son principalmente hidrofobicas, origindndose desde

el C3al C11 (FIGURA 7).

Thr274/
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FIGURA 7. Representacion del sitio de union de la EPA con la tubulina. Los
enlaces de hidrogeno de la EPA con los diferentes residuos de B-tubulina se
representan en lineas discontinuas [29].

La mayor critica hacia la estructura del complejo EPA-tubulina
reportada por Nettles, es que la conformacion que adopta la epotilona

en el complejo difiere significativamente de las conformaciones del

16
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ligando accesibles en disolucion[30]. En particular, el epdxido del
macrociclo en el complejo de Nettles se encuentra orientado en una
direccion totalmente contraria a lo propuesto en el modelo de
Carlomagno, que si es consistente con los datos reportados para la

conformacion de las epotilonas en disolucion.

Casi diez afios mas tarde, Prota[31] reportd una estructura
cristalografica de alta resolucion del complejo entre af-tubulina, la
proteina RB3-estamina, y tubulina tirosina ligasa en presencia de EPA.
El modo de asociacion de EPA en el complejo difiere de la propuesta en
el modelo de Nettles, pero se asemeja al modelo derivado de RMN. De
acuerdo con esta nueva estructura, el ligando se une en el sitio del taxol
de B-tubulina, e induce la estructuracion de la M-loop en una hélice
corta. Ademas, el O-1, C3-OH, C7-OH, y el atomo de nitrogeno de la
cadena lateral de tiazol forman enlaces hidrégeno con los residuos
Thr276, GIn281 y Asp226 de B-tubulina, respectivamente (FIGURA 8).
En cuanto a la EPB, no existe informacién cristalografica acerca de la
estructura de este ligando en un complejo de la tubulina, sin embargo,

en un informe, Diaz y col[32]. han estudiado el modo de union de las

17
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epotilonas A y B a la tubulina y los MT usando técnicas de RMN,
mostrando que ambos ligandos adoptan una conformacion en el
complejo que es similar a la estructura de rayos X encontrado de EPA
en el complejo con af-tubulina de Prota. Ademas, este estudio revelo
que la estructuracién de la M-loop en la tubulina se produce en la

asociacion con epotilonas.
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FIGURA 8. Interacciones relevantes de la asociacién EPA-tubulina reportada en el
modelo de Prota. Las abreviaciones de una letra de los aminoacidos son los
siguientes; A, Ala; C, Cys; D, Asp; E, Glu; F, Phe; G, Gly; H, His; I, lle; K, Lys; L,
Leu; M, Met; N, Asn; P, Pro; Q, GIn; R, Arg; S, Ser; T, Thr; V, Val; W, Trp; y Y,
Tyr[31].
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La informacion reportada con relacion al complejo epotilona-tubulina
constituye una base para continuar con el estudio del modo de union en
este tipo de sistemas. Disponer de un modelo de interaccion a nivel
molecular para epotilonas es de gran relevancia, no sélo para dar cuenta
de su actividad antitumoral, sino también para disefiar nuevos farmacos
que imiten dicha interaccion, y que, por lo tanto, posean propiedades

farmacoldgicas similares.

En este trabajo tesis se propuso obtener un modelo de asociacion
epotilona-tubulina mediante Dinamica Molecular(DM), para ser
utilizado en la blsqueda de compuestos con potencial actividad
antitumoral mediante SV. Para ello se utilizo la estructura de Prota[31]
como modelo de partida de tubulina y un conjunto de 20 epotilonas de
distinta actividad para estudiar complejos ligando-receptor mediante
DM. A partir de estos estudios se identificaron los residuos proteicos
responsables de la asociacion y se evaluo la existencia de diferencias
conformacionales significativas entre los complejos formados por
epotilonas activas e inactivas, a fin de racionalizar el efecto de las

modificaciones estructurales en la actividad de dichos compuestos. Los
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modelos de asociacién fueron validados comparando la informacién
obtenida con datos experimentales reportados en bibliografia. Una vez
obtenido y validado el modelo de asociacion tubulina-ligando, se utilizo
SV para identificar nuevos compuestos con potenciales propiedades
anticancerigenas. De los compuestos mejor evaluados fueron
seleccionados 12, los cuales fueron sometidos a ensayos in vitro de
actividad bioldgica determinada como actividad de polimerizacion de

tubulina, siguiendo protocolos previamente reportados.
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2. HIPOTESIS

En la presente tesis se propuso aplicar un conjunto de técnicas
bioinformaticas para elucidar el modo de interaccion epotilona-tubulina
y para utilizar dicho modelo en la busqueda de nuevos farmacos con
potencial actividad antitumoral. Las hipOtesis que sustentaron este

trabajo de tesis fueron las siguientes:

Existe una conformacion bioactiva para epotilonas activas que
maximiza las interacciones presentes en el complejo epotilona-tubulina

y que no puede ser adoptada por epotilonas inactivas.

La formacion del complejo epotilona-tubulina produce cambios
conformacionales en la estructura proteica como resultado de la

asociacion.

La identificacion de los residuos de tubulina que ejercen mayor
influencia en la asociacion de epotilonas, permite el disefio de nuevos

compuestos con potencial actividad antitumoral.
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3.  OBIJETIVOS

3.1 Objetivo General

Identificar compuestos con potencial actividad antitumoral que
compartan el mecanismo de accion de epotilonas activas, a partir de un

estudio bioinformatico del modelo de asociacién epotilona-tubulina.

3.2 Objetivos Especificos

Determinar un modelo de asociacion epotilona-tubulina mediante
DM, que reproduzca tendencias experimentales de energia libre de

asociacion, y efecto de mutaciones en la actividad de epotilonas.

Seleccionar candidatos potencialmente activos que reproduzcan las

interacciones del modelo epotilona-tubulina mediante SV.

Evaluar la actividad de polimerizacion de tubulina in vitro para un

conjunto limitado de candidatos seleccionados tras SV.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Dinamica Molecular

4.1.1 Construccion de Modelos

La estructura cristalografica del complejo tubulina-estatmina-TTL-EPA
de resolucién 2.30 A (PDB 4150) obtenida de la base de datos Protein
Data Bank [33], fue utilizada como modelo de partida para la
construccion de los sistemas en estudio considerando el dimero de
tubulina. Estos sistemas fueron creados con la herramienta xLeap del

programa AMBER 12[34].

4.1.1.1. Epotilonas

Para el desarrollo de esta tesis se realizd una seleccion de epotilonas
para las cuales existen datos experimentales y que poseen
modificaciones estructurales consideradas relevantes en la actividad

polimerizante de estos compuestos[19] (FIGURA 9). Las coordenadas
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iniciales de los derivados de las epotilonas nativas fueron construidos a
partir de la estructura de la EPA con el programa GaussianView05[35]
y fueron optimizadas a un nivel semiempirico PM6, empleando el
programa Gaussian 03[36]. Las cargas atomicas RESP fueron obtenidas
mediante calculos quimicos cuanticos del tipo HF/6-31G* empleando
el programa Gaussian 03 y el modulo Antechamber[37] del paquete
AmberTools 12. Los parametros de las epotilonas se obtuvieron del

campo de fuerza GAFF [38].
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Elaboracion propia

FIGURA 9. Epotilonas nativas (A y B) y derivados estudiados en esta tesis.
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4.1.1.2. Tubulina Nativa

Las coordenadas iniciales de op-tubulina fueron tomadas de la
estructura de PDB 4150. Los estados de protonacion de todos los
residuos ionizables se establecieron a pH 7.4, utilizando el servidor web
PROPKA 3.1. que permite la prediccion de pKa de proteinas, basado
sobre los efectos de la desolvatacion de residuos aminoacidos y las
interacciones intra-proteina [39, 40]. De acuerdo a los resultados
obtenidos, seis residuos aminoacidos cationicos (His37, His61, His139,
Lys166, His192 y His309) y tres residuos anionicos (Glul83, Glu200 y
Asp392) estan protonados y se encuentran en la proximidad del sitio
activo correspondiente a EPA en la estructura del complejo PDB 4150.
A continuacion, la estructura fue solvatada en una caja periodica de tipo
paralelepipeda de agua explicita con moléculas de agua TIP3P
extendiéndose 10 A desde la proteina hacia todos los lados. Para la

neutralizacion del sistema se anadieron iones Na*.
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4.1.1.3. Tubulina Mutada

La estructura de ap-tubulina mutada se construyo a partir de la tubulina
nativa, modificando los residuos seleccionados con la herramienta de
modelado Mutator Plugin version 1.3, implementada en VMD 1.9[41].
Para el estudio fueron consideradas cuatro mutaciones puntuales
Phe272Val, Thr276lle, Arg284GIn y GIn294Glu. A continuacion,
fueron establecidos los estados de protonacion de todos los residuos
ionizables a pH 7.4 el servidor web PROPKA 3.1, del mismo modo que
el caso de la tubulina nativa. En total se protonaron 9 residuos. Por
ultimo, el sistema fue solvatado en una caja periddica de tipo
paralelepipeda de agua explicita con moléculas tipo TIP3P
extendiéndose 10 A desde la proteina hacia los lados. Para la

neutralizacion del sistema se anadieron iones Na*.
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4.1.1.4. Complejos Tubulina-Epotilona

La estructura del complejo epotilona-tubulina, se obtuvo a partir de
4150. Para obtener modelos iniciales, la estructura optimizada de cada
epotilona fue localizada en el sitio de interaccion, de manera tal de
alcanzar la maxima superposicion entre atomos correspondientes con la
estructura cristalografica de la EPA en 4150. Luego, fueron establecidos
los estados de protonacion con el servidor web PROPKA apH 7.4.y las
estructuras de cada uno de los 20 complejos epotilona-tubulina fueron
solvatadas en cajas periodicas paralelepipedas de agua TIP3P
extendiéndose 10 A desde la proteina hacia los lados. Para la

neutralizacion del sistema se anadieron iones Na*.

4.1.2 Parametros de Simulacién

Los archivos de topologias (prmtop) y coordinadas (inpcrd) necesarios
para la simulacion se crearon con el modulo xLeap del programa

AMBER 12. Las simulaciones fueron realizadas usando el médulo
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Sander del programa AMBER 12. EI método PME (Particle Mesh
Ewald method) con un cutoff de 10 A fue aplicado para interacciones
electrostaticas de largo alcance. El termostato de Langevin fue utilizado
en las dinamicas moleculares para controlar la temperatura. El algoritmo
SHAKE fue utilizado para limitar las distancias de enlace entre &tomos
pesados y de hidrogeno. Antes de las dinamicas de registro, se realizaron
procesos de minimizacion (25000 pasos; 1 paso equivale a 2 ps),
calentamiento (a los 300 K, temperatura inicial: 25000 pasos, luego se
aumento la temperatura hasta los 400 K realizando un incremento cada
10 K con 10000 pasos y a los 400 K, temperatura final: 100000 pasos),
enfriamiento (desde los 400 K disminuyendo cada 10 K con 10000
pasos, hasta llegar a la temperatura de equilibrio) y equilibrio a 300K
con timestep de 2 fs (5000000 pasos; equivalente a 10 ns). En los
sistemas de epotilonas libres, tubulina libre y complejos epotilona-
tubulina la etapa de registro fue realizada con un tiempo de simulacién
de 20 ns, a una temperatura constante de 300 K, a una presion de 1 bar,
considerando un colectivo NPT para asegurarnos obtener un adecuado
muestreo conformacional. Todas las simulaciones fueron realizadas con

el programa AMBER 12 utilizando el campo de fuerza
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AMBERFF99SB[42]. Una vez finalizadas las dinamicas se llevo a cabo
un estudio conformacional, comparando las preferencias
conformacionales de la proteina y ligando, tanto libres como asociados,

considerando epotilonas con distintos grados de actividad bioldgica.

4.1.3 Analisis de Dinamica Molecular

Se analizaron las trayectorias de DM mediante calculos de RMSD
(Root-Mean-Square Deviation) y RMSF (Root Mean Square
Fluctuation). EI RMSD corresponde a la desviacion de la raiz cuadratica
media y es un valor que indica la variacion existente en una
superposicién de un conjunto de coordenadas atomicas como resultado
de un alineamiento estructural. Por lo tanto, el RMSD indica el grado de
divergencia entre estructuras alineadas y cuanto menor sea el valor de
RMSD al realizar dicha comparacion estructural mayor es la similitud
de las mismas. La herramienta g_rmsd perteneciente a GROMACS

[43], fue utilizada para obtener RMSD de epotilonas y proteinas.
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RMSF es una medida de la flexibilidad local de una estructura. A partir
de una simulacion de dinamica molecular, el RMSF del a&tomo o de un
residuo da cuenta del grado de fluctuacion de las coordenadas de dicho
atomo respecto a su promedio temporal. Los calculos fueron realizados
utilizando la herramienta g _rmsf perteneciente a GROMACS para

obtener RMSF en epotilonas y residuos de aminoacidos

El volumen de la cavidad del sitio activo de las estructuras de los
complejos epotilona-tubulina fue determinado por la herramienta
CASTp, utilizando estructuras representativas para cada complejo.
CASTp (http://cast.engr.uic.edu) es una herramienta online que localiza

y realiza medida de cavidades de estructuras 3D de proteinas [44].

4.1.3.1. Analisis Conformacional de Epotilonas

Se realizé analisis conformacional de epotilonas. Para esto fueron
extraidas 2000 estructuras de la dinamica de produccion de manera de
evaluar las preferencias conformacionales de epotilonas libres y en

asociacion a tubulina. Las evoluciones temporales de 19 angulos diedros

31



4. MATERIALES Y METODOS

fueron extraidas desde la dindmica de produccion como descriptores
conformacionales del macrociclo. Cada angulo de torsion fue
representado por el simbolo ® y subindices correspondientes al primer
y ultimo &tomo de la cadena considerado en el diedro. Por lo tanto ;-4
indica que el angulo diedro esta formado por la cadena de atomos C1-
C2-C3-C4, de acuerdo a la numeracion sefialada en la FIGURA 4.
Complementariamente fueron construidos histogramas polares para
representar las distribuciones de los angulos a lo largo de la dindmica de
produccion para cada torsion usando MATLAB 7.0. De las 19 torsiones
analizadas se consideraron 16 pertenecientes solo al macrociclo de la
estructura de las epotilonas para realizar una clusterizacion de
conformaciones a lo largo de cada trayectoria con el programa

VEGAZZ [45, 46].

4.1.3.2. Modos de Asociacion Epotilona-Tubulina

Las estructuras de complejos epotilona-tubulina obtenidas de dindmicas

de produccion de 20 ns fueron utilizadas para identificar los residuos
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claves que constituyen el sitio de asociacion para cada ligando. Los
residuos de tubulina fueron considerados ser parte del sitio de
asociacion si estos se encontraban localizados a distancias menores de
4.0 A desde el ligando en méas de un 50% de los frames correspondientes
a la dindmica de produccién. Ademas, fueron determinados valores
promedios de energias de interaccion de tipo electrostaticas (Eelec) Y vVan
der Waals (E.qw) entre residuos pertenecientes al sitio activo y
epotilonas, a lo largo de la dinamica de produccion, de manera de dar
cuenta de los aspectos generales de la asociacion epotilona-tubulina.
Los calculos de energias fueron realizados con el médulo Energy Plugin

version 1.4 de NAMD.

4.1.4 Energias Libres de Asociacion

La estructura de los complejos epotilona-tubulina obtenidos por DM
fueron utilizados para calcular energias libres mediante los métodos
MM-PBSA y MM-GBSAJ[47, 48]. Para el célculo se obtuvieron 800
snapshots a lo largo de la dindmica de produccion y considerando igb 2

para el modelo Generalizado de Born. Las energias de asociacion fueron
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calculadas utilizando herramientas proporcionadas por AMBER 12. La
energia libre de union para la asociacion proteina-ligando (AG,isr) S€
estimé tomando la diferencia entre las energias de solvatacién del
complejo proteina-ligando (AGF% ), de la proteina (AG?,,,), del ligando
(AGL ;) y la energia libre de formacion del complejo en fase gas

solv

(AGyqs) (BCUACION 1).

AGypien = AGgaS—AGPL -AGE | ,-AGE |, 1)

solv solv

4.2 Screening Virtual

El SV realizado en esta tesis esta basado en la estructura de la tubulina
considerando la conformacion proteica adoptada en el complejo con
epotilona B. El protocolo de SV contempla pasos previos de preparacion
tanto de los ligandos a testear como del receptor. Luego de la
preparacion de los sistemas se ejecutd el Docking Molecular de manera

de encontrar compuestos afines al receptor de interés.
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4.2.1 Preparacion de ligandos

4.2.1.1. Base de datos

Se realiz6 una busqueda de base de datos de ligandos para su utilizacion
en el SV. Dentro de estas se selecciono la base de datos ZINC[49-51]
ya que constituye una de las bases de datos con mayor repositorio de
compuestos comercialmente disponibles para la realizacion de SV.
ZINC actualmente tiene cerca de 23 millones de compuestos
distribuidos en distintas librerias segun ciertos criterios de seleccion, es
asi como encontramos compuestos del tipo Fragment-Like, Lead-Like y
Drug-Like. Los compuestos de la libreria Fragment-Like tienen masa
molar menor o igual a 250 g/mol, poseen logP (Coeficiente de particion)
menor o igual a 3.5 y un nimero de enlaces rotables menor o igual a 5.
Los compuestos tipo Lead-Like poseen pesos moleculares entre 250
g/mol y 350 g/mol, poseen logP menor o igual a 3.5 y un nimero de
enlaces rotables menor o igual a 5. Por ultimo, los compuestos tipo

Drug-Like poseen masa molar mayor o igual a 150 g/mol y menores o
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iguales a 500 g/mol, poseen logP menor o igual a 5, un numero de
enlaces rotables menor o igual a 7, area de superficie polar menor a
150 A2, ntimero de donantes de hidrégeno menor o igual a 5 y niimero
de aceptores de hidrogeno menor o igual a 10. En esta tesis se trabajo

con compuestos del tipo Drug-Like.

4.2.1.2. Seleccion de compuestos

Debido a que la libreria Drug-Like posee aproximadamente 13 millones
de compuestos se procedid a una filtracion (seleccidén) de manera de
reducir el nimero de compuestos a testear de forma in silico. Para esto
se considerd solo compuestos con masa molar entre 300 g/mol y 500
g/mol y que tuvieran un area superficial polar entre 70 y 150 A2
obteniendose de esta forma una libreria filtrada de aproximadamente 7
millones de compuestos. Ademas, considerando el hecho de que
compuestos de tipo anti-mitoticos que se asocian a la tubulina ya
reconocidos como el taxol poseen un alto peso molecular (853.9 g/mol)
se decidié considerar compuestos con peso molecular mayor a 500

g/mol que estan fuera de las librerias sefialas en el apartado anterior. En
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la base de datos ZINC es posible encontrar una libreria de compuestos
en donde no han sido aplicado filtros de exclusién, razén por la cual
consta de mas de 20 millones de compuestos y es posible encontrar
ligandos de alto peso molecular. Es asi como aplicando filtros de peso
molecular fue posible obtener una libreria adicional con 170769
compuestos de pesos moleculares entre 500 y 900 g/mol, para probar su
afinidad a tubulina. Todos los filtros aplicados se realizaron con

programas creados en lenguaje Python.

4.2.1.3. Asignacion de cargas y obtencion de archivos pdbqt

Considerando que las estructuras de los compuestos obtenidos desde
ZINC conservan todos los hidrogenos debido a que fueron descargados
en formato MOL2, no fue necesaria la adicion de los mismos. Para la
creacion de los archivos PDBQT, necesarios para la realizaciéon de
Docking Molecular con el programa Autodock Vina (VINA) [52], se
adicionaron cargas atomicas parciales de tipo Gasteiger a todos los

ligandos utilizando un programa escrito en Python.
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4.2.1.4. Compuestos activos conocidos

Los agentes de asociacion de tubulina Paclitaxel[53], EPA[54] ¥y
Docetaxel[55], conocidos por su potente actividad antimitotica fueron
utilizados como controles positivos en la realizacion de Docking

Molecular.

4.2.2 Preparacion del receptor

Las coordenadas iniciales de la proteina fueron obtenidas de las
simulaciones de DM de los complejos epotilona-tubulina. Los estados
de protonacion de todos los residuos ionizables se establecieron a pH
7.4, utilizando el servidor web PROPKA 3.1., como fue mencionado en
el apartado de dindmica molecular. La adicion de hidrdgenos de la
estructura proteica minimizada y equilibrada se realizd con la aplicacién
AutoDockTools 4 (ADT) de Autodock [56]. Una vez adicionados los
hidrégenos se adicionaron las cargas atomicas parciales tipo gasteiger y
la nomenclatura adecuada para cada tipo de atomo compatible con

Autodock.
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4.2.3 Parametros docking

El programa AutoDock Vina (VINA) fue utilizado para los
procedimientos de Docking Molecular. Fue establecido un tamafio de
caja para el sitio activo de 21.56 A x 2329 A x 15.64 A con 0.375A
de espaciado (55x60x40 grid points), el cual abarca perfectamente el
sitio de asociacion de epotilonas previamente analizado. Ademas, se
considerd una libre rotacion de todos los enlaces de los compuestos con
libertad conformacional, generacion de 100 conformaciones para cada
ligando y la utilizacion del Algoritmo Genético Lamarckiano (LGA) en

la ejecucion del Docking Molecular.

4.2.4 Docking

El Docking molecular fue ejecutado con el programa VINA. Una vez
terminado el Docking molecular, se realiz6 una inspeccion visual de los
resultados, a fin de observar el grado de similitud existente entre las
conformaciones generadas y las nativas de los sistemas tubulina-ligando

con el fin de validar los resultados obtenidos.
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4.2.5 ldentificacion de compuestos hits

De los resultados obtenidos del SV fueron seleccionados los 100,000
compuestos de mayor afinidad, segun valores de score entregados por
VINA. Luego este conjunto de ligandos fue agrupado segun
caracteristicas estructurales y propiedades fisicoquimicas con el
servidor online ChemMine tools[57]. Finalmente, se seleccionaron 12
compuestos candidatos o compuestos hits para realizar medidas

experimentales de actividad de polimerizacion de tubulina in vitro.

4.3 Ensayos de polimerizacion

Los compuestos hits fueron sometidos a mediciones experimentales de
actividad de polimerizacion de tubulina. Para ello, se emplearon
protocolos  espectrofotométricos  previamente  reportados en
literatura[58], para tubulina libre y en asociacion con los ligandos, bajo
la supervision del Dr. Jose Leonardo Guzman en el Laboratorio de
Fisiologia de la Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad de

Concepcion.
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4.3.1 Ensayos de polimerizacion de tubulina

Se estudi6 el efecto de los ligandos en la polimerizacion de la tubulina
utilizando un kit de ensayo de polimerizacion de tubulina por
fluoscencencia (BK011P, Cytoskeleton, Denver, CO, USA). El taxol
fue utilizado como un control positivo para compuestos del tipo
estabilizantes de la polimerizacion de tubulina. Los compuestos hits
seleccionados fueron testeados in vitro a una concentracion final de 3
uM. La tubulina fue disuelta en el buffer 1 (80 mM PIPES, 2.0 mM
MgCI2, 0.5 mM EGTA pH 6.9, 10 uM reportador fluorescente)
suplementado con GTP 1.0 mM hasta una concentracién de 10 mg/mL.
A continuacion, se preparé la mezcla de reaccion de tubulina con 85 pL
de la proteina en buffer 1-GTP, 243 uL de buffer 1, 4.4 pL de GTP 100
mM y 112 uL de buffer glicerol (80 mM PIPES, 2 mM MgClI2, 0.5 mM
EGTA, 60% glicerol, pH 6.9), hasta una concentracion final de tubulina
2 mg/mL (condiciones de ensayo estandar) y fue mantenida en hielo.
Luego, 5 pL de los compuestos hits y de taxol (utilizado como control
positivo) fueron pipeteados en 13 pocillos de la placa de 96 pocillos

negra Corning Costar proporcionada en el kit. La placa debio ser
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calentada previamente por 1 minuto a 37°C en el lector del
espectrofluorimetro. La polimerizacion de la tubulina fue iniciada
pipeteando 50 pL de la mezcla de reaccion de tubulina anteriormente
mencionada en los pocillos con los ligandos y monitoreada midiendo el
cambio de fluorescencia (Ex:360 nm, Em:420 nm). La fluorescencia fue

medida utilizando el equipo NOVOstar multireader (BGM, Alemania).
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S. ESTUDIO DE LA ASOCIACION DE TUBULINA CON
EPOTILONAS Ay B

El modelo cristalografico del complejo tubulina-estatmina-TTL-EPA de
PDB 4150 fue empleado como estructura de referencia para la
realizacion de DM con epotilonas A 'y B. A partir de estas simulaciones
se estudio la conformacién de las epotilonas en los complejo mediante
el analisis de angulos diedros (TABLA 1), mostrando un alto nivel de
consistencia con la informacion experimental de rayos X y RMN
disponible para la conformacion de las epotilonas en asociacion a
tubulina previamente reportado por Carlomagno y Canales[32], donde
fueron utilizados experimentos TR-NOESY para evaluar las
caracteristicas conformacionales de las epotilonas nativas en asociacion
a MT, y los modelos ya mencionados de Carlomagno y Prota[26, 31].
Esto permiti6 validar el sistema utilizado como referencia.
Complementariamente,  fueron  comparadas las  estructuras
representativas de los complejos de epotilonas nativas con el modelo
cristalogréfico del PDB 4150 de manera de validar la parametrizacion y
protocolos empleados en el desarrollo de esta tesis. Las estructuras

obtenidas para las epotilonas en los complejos demostraron ser
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coherentes con las descritas para estos sistemas. Durante las
simulaciones, los ligandos se posicionan y orientan en el mismo lugar
de asociacion observado para la epotilona en el complejo
cristalografico. Ademas, la conformacion del sitio activo de la proteina
presenta gran similitud con el modelo obtenido por Prota[31], tal como

se observa en la FIGURA 10.

TABLA 1. Angulos diedros de las conformaciones de las epotilonas A y B en
complejos con tubulina. Los valores calculados corresponden a los angulos diedros
de las estructuras representativas de los sistemas obtenidos por DM.

. ) EPA EPA  EPA EPA EPB| EpA EPB
Angulos Diedros carlomagno  Nettles Canales  Prota  Canales DM
[26] [29] [32] [59] [32]

C1C2C3C4 -152,5 926 -174;7 -167,2 1743 | -171,8 160,6
C2C3C4C5 -51,7 59,2 586 -58,7 -619  -553 -68,9
C3C4C5C6 -43 -1579 -746 -833 -52,0 | -848 -32,0
C4C5C6C7 156,4 126,1 1471 1391 152,7 | 150,8 148,6
C5C6C7C8 -70 -152,2 -61,4 -600 -64,2 | -61,6 -57,6
C6C7C8C9 -74,8 714 682 -685 -748 | -57,3 -88,9
C7C8C9C10 164,1 751 168,1 1694 1613 1711 172,5
C8C9C10C11 -171,9 170,4 177,1 -151,9 1703 | -175,8 -175,2
CocCi10C11C12 -178 680 1709 -170,0 1463 | -179,6  100,0
C10C11C12C13 -129,2 856 -105,7 -126,6 -102,3| -123,1  -107,7
C11C12C13C14 4,1 -4,6 -2,8 0,4 -2,0 7,6 9,7
C12C13C14C15 76,3 -1314 980 879 1031| 798 114,2
C13C14C1501 -62,6 653 -754 -880 -633 | -854 -66,6
C14C1501C1 179,5 174,4 149,7 168,8 1126 | 1491 94,7
C1501C1C2 176,3 -162,5 164,8 1718 1639 | -1759 1745
01C1C2C3 -124,3 -99,8 -47,1 -36,2 -552 | -34,8 -62,6
C14C15C16C17 -129,7 90,4 -116,7 -147,1 -118,1| -120,9 45,0
C15C16C17C18 178,9 177,10 176,3 1633 1766 1624 -161,0

Elaboracidn propia
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FIGURA 10. Estructuras representativas de las epotilonas A y B en complejos con
tubulina, obtenidas de las simulaciones de DM en comparacion al modelo
cristalografico PDB 4150 (EPA RMSD: 0.8797 A, EPB RMSD: 2.6262 A).

Por otro lado, fueron realizadas DM tomando como referencia la
estructura de EPA en PDB 1TVK (FIGURA 11), y cuyos datos
conformacionales del ligando se encuentran en la TABLA 1, columna
1. Los resultados indicaron que las DM basadas en PDB 1TVK
presentan discrepancias con los resultados obtenidos de PDB 4150
(FIGURA 12.a), y las simulaciones de complejos de epotilonas nativas
derivadas de la propia estructura cristalografica (FIGURA 12.b). Estos
resultados avalan la correcta eleccidon de la estructura de PDB 4150
como referencia para la realizacion de las DM vy el fuerte impacto que

tiene la eleccion del modelo cristalografico en los resultados obtenidos.
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FIGURA 11. Comparacidn de las estructuras cristalograficas de PDB 1TVK 'y
4150.
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FIGURA 12. Estructuras representativas de las epotilonas A y B en complejos con
tubulina, obtenidas de las simulaciones de DM en comparacién al modelo
cristalografico PDB 1TVK.
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5.1 Analisis conformacional de epotilonas nativas libres

Se obtuvieron histogramas polares para dar cuenta de la distribucién de
16 angulos diedros seleccionados (FIGURA 13) del macrociclo,
utilizados como descriptores conformacionales, de las estructuras de las
epotilonas a lo largo de las simulaciones de DM en solucién acuosa. La
FIGURA 14 muestra un histograma polar con las distribuciones de
angulos diedros para las epotilonas nativas libres analizadas, en el cual
se incluyen también los valores de los angulos diedros correspondientes
a las estructuras de las epotilonas Ay B libres cristalizadas reportados
en literatura[54]. Las principales diferencias conformacionales entre las
estructuras obtenidas de DM vy las cristalizadas se observaron en la
regioén C5-C10 correspondientes a los diedros m;.s, ®s., M6.9y ®7-10Y €N
la cadena de lateral de tiazol (diedro m14.18), €Sto en el caso de EPA y en
las regiones correspondientes a los diedros w5, 5.8, M9y 1415 del
macrociclo y la cadena lateral, en EPB. Por otro lado, al comparar los
resultados de las simulaciones de las epotilonas nativas A 'y B libres en
solucion, estos dan cuenta de un aumento de la flexibilidad de EPB en

comparacion con EPA, debido a que fue observado un espectro mas
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amplio de los valores para los angulos diedros ®7.10, ®9-12, ®12-15, ®14-1 Y
1316 €n EPB. Este resultado proporciona la primera evidencia
cuantitativa con respecto al efecto de la metilacion en C12 en las

propiedades conformacionales de epotilonas.

Elaboracion propia

FIGURA 13. Angulos diedros del macrociclo de las epotilonas considerados en el
estudio.
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270
M13.16

Elaboracion propia

FIGURA 14. Histograma polar para la distribucion de 16 angulos diedros utilizados
como descriptores conformacionales en las estructuras de EPA (color rojo) y EPB
(color azul) libres obtenidos de las simulaciones de dinamica de produccién de 20ns
en solucién acuosa. Los angulos diedros son reportados en grados. Las lineas verdes
y amarillas indican los valores de angulos reportados para las estructuras de las
epotilonas A y B respectivamente, cristalizadas en metanol [54, 60].
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5.2 Analisis conformacional de epotilonas nativas en complejos
con tubulina

Por otra parte, se obtuvo informacion estructural de los cambios
conformacionales implicados en la asociacion epotilona-tubulina. Las
conformaciones de las epotilonas en asociacion fueron extraidas de
2000 estructuras de la dinamica de produccion y se analizaron en
términos de las distribuciones de los 16 angulos diedros al igual que en
el caso de las DM de las epotilonas libres en solucion. Los resultados
muestran la existencia de reorganizaciones conformacionales de las
epotilonas nativas como efecto de la asociacidn, lo que se evidencia por
la marcada diferencia entre los perfiles conformacionales del ligando
libre y en asociacion a tubulina (FIGURAS 15-17). La conformacion de
la region C1-C5 estd mas restringida en la estructura de EPB en el
complejo, pero los valores promedios correspondientes a los valores de
los angulos diedros no difieren significativamente de las torsiones
observadas en el estado libre. Para EPA no se observd una restriccion
conformacional significativa en esta region como consecuencia de la

asociacion. En la region C6-C12 los perfiles determinados para los
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angulos diedros ws 9, ®710 Y g 12, difieren de las conformaciones
obtenidas para el ligando libre, en ambas epotilonas. En ¢l caso de we o
una de las conformaciones predominantes aparece como consecuencia
de la asociacion a tubulina. Para el diedro w7.10, la estructura en
asociacion de EPB muestra dos rangos factibles, los cuales difieren del
valor predicho para el ligando libre. Por otro lado, el diedro wg 12 adopta
dos posibles conformaciones una de las cuales corresponde a la torsion
observada para el ligando libre y la segunda torsion parece ser
consecuencia de la asociacion. Estos resultados sugieren que la region
C6-C12 de las epotilonas nativas es relevante para la asociacion del
ligando en el sitio activo puesto que se somete a un importante cambio
conformacional al producirse la interaccion. La regién comprendida
entre C12-C1 pareciera tener una reorganizacion conformacional
producto la asociacion, debido al cambio de los valores promedios de
los diedros 1215, 1316, ¥ 141 l0S cuales presentan menores
distribuciones que en el caso de la epotilona libre. Finalmente, la
conformacién de EPB complejada muestra una variacion significativa
en los diedros w13 17y w1418 que describen la orientacion de la cadena

lateral de tiazol, de una manera similar que en EPA. Estos resultados de
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DM sugieren que dicha cadena lateral participa de interacciones
relevantes en el sitio activo y que coinciden con informacion
experimental que da cuenta de los principales cambios en la actividad
de las epotilonas como consecuencia de modificaciones estructurales en
esta region[61]. En cuanto al anillo epodxido, este mantiene su
conformacion exo con respecto al macrociclo en la epotilona asociada a

tubulina tal como se encontro en la epotilona libre.
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270
®43.16
Elaboracion propia

FIGURA 15. Distribucién de angulos diedros para EPA libre (color rojo) y en
asociacion con tubulina (color azul) obtenidos de las simulaciones de dindmica de
produccion de 20ns en solucion acuosa. Los angulos diedros son reportados en

grados.
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®©13.16

Elaboracion propia

FIGURA 16. Distribucién de angulos diedros para EPB libre (color rojo) y en
asociacion con tubulina (color azul) obtenidos de las simulaciones de dinamica de
produccién de 20ns en solucion acuosa. Los angulos diedros son reportados en

grados.
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270
®©13.16

Elaboracion propia

FIGURA 17. Distribucion de angulos diedros para las epotilonas A (color rojo) y
B (color azul) en complejos con tubulina obtenidos de las simulaciones de dinamica
de produccion de 20 ns en solucién acuosa. Los angulos diedros son reportados en

grados.
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5.3 Modelos de asociacion de epotilonas nativas

El analisis de las trayectorias de las simulaciones de DM, permitié
identificar las interacciones mas relevantes de los complejos tubulina-
epotilona. En el caso de EPA, el anillo epoxido se situa dentro de la
cavidad hidrofébica formada por los residuos Phe270, Pro272, Leu273
y Leu361. La comparacion del modelo obtenido mediante DM vy el
cristalografico de los complejos EPA-tubulina, indica que la mayoria de
las interacciones mas significativas observados en el modelo
cristalografico también son en las estructuras representativas obtenidas
por DM. Los grupos C3-OH, C7-OH y N20 del macrociclo y la cadena
lateral tiazolica de EPA interactuan para formar enlaces de hidrégenos
con los residuos Thr276, GIn281, Asp226 y Thr276 a distancia de ~1,8
A, ~20A, ~30Ay~40A, respectivamente. Se encontraron ademas
interacciones entre Leu217, Leu219, Leu230, Leu275, Leu286 y
Leu371 con los grupos metilos de C4, C6, C8, C21. Ademas, los
residuos Leu215, Leu217, Asp224 y Leu228 participan de una serie de
interacciones intermoleculares responsables de la asociacién del anillo

tiazol de la cadena lateral de las epotilonas con la proteina (FIGURA

56



5. EPOTILONAS NATIVAS

18). Junto con esto, fueron observados dos puentes salinos en el sitio
activo, por un lado, la interaccion electrostatica entre los residuos
Glu290 y Arg284, pertenecientes al M-loop, y otro entre los residuos
Asp227 y Lys299 de la hélice H9. Adicionalmente, en la simulacion de
DM del complejo de EPA, se observo la formacion de dos enlaces de
hidrogenos entre los residuos de Leu275 y GIn294, y entre Ser280 y
Arg284, ademas de interacciones hidrofobicas entre las leucinas Leu275

y Leu217.

Elaboracion propia

FIGURA 18. Estructura representativa del complejo EPA-tubulina obtenida por
dinamica molecular.
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En el caso del complejo de EPB, los residuos Leu217, Leu230y Leu275
participan de contactos hidrofébicos con el grupo metilo de C12 del
anillo epdxido, el cual se encuentra orientado hacia dentro del sitio
activo como se muestra en la FIGURA 19. Gran parte de las
interacciones en las que participa EPB corresponden a las que mantiene
EPA con la tubulina. Los residuos de Asp226, Thr276 y GIn281, se
mantienen en contacto con los grupos C7-OH (3.0 A), CO (3.0A) y C3-
OH (3.0A) de la EPB respectivamente, ademas de la anteriormente
sefialada interaccion electrostatica, responsable de la estabilizacion del
M-loop del sitio activo, entre Glu290 y Arg284. Cabe destacar que la
presencia del grupo metilo en EPB, marca una diferencia en cuanto a la
actividad de las epotilonas nativas. Segun nuestros resultados la
presencia del grupo metilo favorece la estabilidad del complejo de EPB,
permitiendo que el ligando fortalezca las interacciones hidrofobicas en

el sitio de asociacion.
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Elaboracion propia

FIGURA 19. Estructura representativa del complejo EPB-tubulina obtenido por
dindmica molecular.

Los resultados obtenidos de DM concuerdan con el andlisis
conformacional, donde se observd la presencia de cambios
conformacionales en las epotilonas nativas al asociarse a tubulina.
Dichos rearreglos ocurren en las regiones que participan directamente
en las interacciones intermoleculares, y son parte de la estabilizacién de
los complejos. La informacion proporcionada por las simulaciones da
cuenta tanto de la correcta eleccion de la estructura de referencia 4150,

como de los parametros utilizados en la realizacion de la DM. Esto
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permitid poder continuar con el estudio de algunos derivados de las

epotilonas nativas.
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6. ASOCIACION DE TUBULINA CON DERIVADOS DE
EPOTILONAS

Se realizaron DM para una serie de sistemas, los que incluyen epotilonas
libre y en complejos con tubulina, considerando 18 derivados de
epotilonas nativas con distinto grado de actividad biologica [19]
(FIGURA 20). Para cada uno de los sistemas se obtuvieron los modelos
cuyos resultados estan relacionados con las preferencias
conformacionales de epotilonas, la asociacion epotilona-tubulina y la
estructura y dinamica del dimero de tubulina, temas que se discuten a

continuacion.
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FIGURA 20. Modificaciones estructurales de las epotilonas estudiadas.
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6.1 Conformacion de derivados de epotilonas libres

Al igual que para las epotilonas nativas, se obtuvieron histogramas
polares para dar cuenta de la distribucion de 16 angulos diedros
seleccionados en los 18 derivados de epotilonas nativas estudiados. La
FIGURA 21 muestra un resumen de los resultados obtenidos para el
conjunto de derivados. El detalle de cada epotilona se encuentra en el
ANEXO (FIGURAS A2-A21). Los resultados muestran que los rangos
de los angulos diedros accesibles para algunas regiones del macrociclo
de las epotilonas estan restringidos (FIGURA 21). Es asi como, laregién
C4-C8 donde se encuentran los grupos C5-CO, C6-CH; y C7-OH
(diedros w14 ms7 Y msg) €S una de las que presenta una menor
distribucién de los valores de angulos diedros, predominando las
conformaciones anticlinal y antiperiplanar. Esto a pesar de que los
patrones de las conformaciones para cada epotilona en estado libre
muestran diferencias significativas en el numero de posibles
conformaciones adquiridas a lo largo de las simulaciones de DM, tal y

como se observa en la FIGURA 22.
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®3316
Elaboracion propia

FIGURA 21. Distribucion de angulos diedros para las 18 epotilonas libres
obtenidos de las simulaciones de dindmica de produccion de 20 ns en solucién
acuosa.
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Tiiempo (ns) EpoA

Elaboracidn propia

FIGURA 22. Conformaciones de las 20 epotilonas en solucién a lo largo de la
simulacion de DM. Los colores de las representaciones indican el tiempo
(nanosegundos) del progreso de la simulacion.
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6.2 Conformacion de derivados de epotilonas en asociacion a
tubulina

Para analizar los efectos de la asociacion en la conformacion de los
derivados, se obtuvieron histogramas polares para las epotilonas en los
distintos complejos. Se observaron grandes diferencias en la
distribucion de los angulos diedros ws.s, 5.8, M-9y ®7-10, Y& quUe pasan
de conformaciones sinclinal también a anticlinal en s de
antiperiplanar a sinclinal en wsg, de antiperiplanar y sinclinal a solo
sinclinal en we-9y €n w7.10. Ademas, se observo una disminucion en las
distribuciones en ®1-4, 4.7, Ws5.8, W69, M7-10 Y M8s-11, al comparar
epotilonas libres con cada uno de sus respectivos complejos de los
derivados analizados (FIGURA 23). Dichos resultados demuestran que
se producen cambios conformacionales en las epotilonas por efectos de
la asociacion a tubulina. Esto se puede observar también en la FIGURA
24, donde se indican los cambios conformacionales de las epotilona
asociada a tubulina en la simulacion para cada uno de los sistemas, y
que en el caso de algunas epotilona como la 9y 16 se observa claramente

como la conformacion se ve restringida en el sitio de interaccion.
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Elaboracion propia

FIGURA 23. Distribucion de angulos diedros para las epotilonas en complejos con
of3-tubulina obtenidos de las simulaciones de dindmica de produccién de 20 ns en
solucion acuosa. Los angulos diedros son reportados en grados.
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FIGURA 24. Conformaciones de las 20 epotilonas en el sitio activo a lo largo de la
simulacion de DM. Los colores de las representaciones indican el tiempo
(nanosegundos) del progreso de la simulacion.

Elaboracion propia
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Para complementar los resultados obtenidos del analisis
conformacional, fueron empleados calculos de RMSF para describir la
flexibilidad de las epotilonas antes y después de la asociacién como se
muestra en la FIGURA 25. Estos resultados confirman que las
epotilonas son moléculas altamente flexibles en solucién y su libertad
conformacional se ve drasticamente afectada en el complejo con
tubulina a excepcion de EPB, ya que parece ser igualmente flexible en
ambos estados. Los resultados indican que el grupo C3-OH presenta una
gran flexibilidad en comparacion a otras regiones del macrociclo. Con
relacion a esto, algunos estudios han demostrado que derivados con
modificaciones en C3, como las que presentan las epotilonas 3-desoxi y
3-desoxi-2,3-dideshidro donde se ha eliminado el grupo C3-OH, poseen
una alta actividad biologica [62]. Esto sugiere que los derivados que
presentan una modificacion estructural, como las antes mencionadas, se
encontrarian mas restringidos conformacionalmente, favoreciendo la
estabilidad de las demas interacciones en el sitio activo. La informacion
obtenida de los RMSF, evidencia que la libertad conformacional de

epotilonas en asociacion esta claramente restringida.
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FIGURA 25. RMSF (A) para el macrociclo de las epotilonas determinados para
las epotilonas libres (azul) y en asociacion a tubulina (negro) a lo largo de la
trayectoria de la dinamica molecular de produccién de 20 ns.

Finalmente, se analizo6 el conjunto de conformaciones obtenidas de las
trayectorias de DM para realizar la busqueda de conformaciones
bioactivas para cada derivado de las epotilonas nativas. En este sentido
generalmente se ha aceptado que el conjunto de conférmeros en
solucion de un farmaco contiene la forma bioactiva en una proporcion
abundante. Por lo tanto, se espera que conformaciones bioactivas se

encuentren tanto en el estado libre como en los distintos complejos de
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epotilona. Para dilucidar esta interrogante, fueron clusterizadas las
estructuras de las epotilonas recuperadas de las trayectorias de DM en
estado libre y asociacion con tubulina. Dicha clusterizacion fue basada
en el anélisis de los 16 angulos diedros mencionados anteriormente. De
esta manera fue posible identificar conformaciones comunes entre los
estados libres y en complejos con la proteina. EI nimero de las
conformaciones comunes entre ambos estados del conjunto de
derivados de epotilonas analizados se muestran en la TABLA 2. Estos
resultados muestran notorias diferencias entre las especies activas e
inactivas. En el caso de las epotilonas activas, fue encontrado un gran
numero de conformaciones comunes entre las epotilonas libres y cuando
interaccionan con tubulina, lo que sugiere que la conformacion
bioactiva de estos ligandos se encuentra presente en su estado libre en
solucién. Por otro lado, en el caso de las epotilonas inactivas no se
encontraron conformaciones comunes entre los estados libres y en
asociacion a tubulina. Estos resultados indican que las epotilonas activas
son capaces de someterse a una preorganizacion conformacional
adecuado cuando estan en el estado libre, correspondiente a la

conformacion bioactiva que las epotilonas inactivas son incapaces de
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adquirir. Continuando con esto, se encontraron clusters comunes para
las epotilonas activas. En las epotilonas A, B, 3, 4, 14, 19 y 20 fueron
encontrados nueve cluster comunes (FIGURA 26.a) y para las
epotilonas 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 y 15, cuatro cluster comunes
(FIGURA 26.b). EI RMSD individual maximo para las 17 moléculas
del conjunto en donde fueron encontrados cluster comunes no fue
superior a 1 A. Ademas, los resultados demuestran que el macrociclo de
cada ligando tiene una conformacion comun preferida. Todos estos
analisis realizados a las conformaciones de las epotilonas en su estado
libre y asociado a tubulina contribuyen a la identificacion de la
conformacion bioactiva de las epotilonas. La FIGURA 27, muestra
representaciones de los clusters mas poblados de las conformaciones

comunes entre las epotilonas activas analizadas.
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TABLA 2. Resumen de los resultados de clusterizacion del andlisis de las epotilonas
libres y en asociacion a tubulina obtenidas de las dindmicas de produccion de. Los
cluster comunes se refieren a las conformaciones que han sido encontradas en
ambos estados, epotilonas, libres y en complejos.

Epotilona Numero de clusters
Libre Complejo Comunes

A 653 577 149
B 648 491 168
3 547 342 96
4 650 418 105
5 361 299 69
6 541 352 56
7 379 301 71
8 363 515 80
9 443 333 77
10 361 234 71
11 382 452 76
12 459 423 89
13 469 379 69
14 669 404 89
15 232 140 34
16 738 439 0

17 519 438 0

18 375 363 0

19 562 422 98
20 496 285 62

Elaboracidn propia
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FIGURA 26. Representaciones de los cluster comunes para las conformaciones de
las eptilonas activas analizadas. a) Cluster comunes para las epotilonas A, B, 3, 4,
14,19y 20 y b) cluster comunes para las epotilonas 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 y
15. (M&x RMSD 0.616).
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Elaboracidn propia

FIGURA 27. Representaciones de los clusters méas poblados de las conformaciones
comunes entre las epotilonas activas analizadas. a) Cluster comun de las epotilonas
A, B, 3,4, 14,19y 20 y b) Cluster comun de las epotilonas 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13y 15.

6.3 Asociacion epotilona-tubulina para derivados de epotilonas

Por dltimo, se utilizaron las simulaciones de DM para analizar los
detalles estructurales de la asociacion epotilona-tubulina y del
correspondiente sitio de asociacion para los analogos de las epotilonas

nativas estudiados.
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6.3.1 Sitio de asociacion

Para analizar el sitio de asociacion de la tubulina, se utilizaron
estructuras obtenidas de DM para identificar los residuos que gobiernan
dicha asociacion. Se consideraron los residuos pertenecientes al sitio
activo de la tubulina los que se mantuvieron a una distancia menor a los
4A de la estructura del ligando en mas de un 50% de las estructuras
examinadas en la dinamica de produccion. La FIGURA 28 muestra un
resumen de los patrones de las interacciones identificadas. Los blogques
negros representan las interacciones que se encuentran en mas de un
75% de los frames de muestra, mientras que los bloques grises
representan las interacciones que se observaron entre un 50 a 75 % de
las estructuras analizadas. Estos resultados indican que las epotilonas en
los complejos exhiben interacciones similares, en el sitio de asociacion.
Los residuos claves para la interaccion comunes en todos los sistemas
tubulina-epotilona son Leu217, Leu219, Leu230, Leu233, Leu272,

Leu275y Leu371, Asp226, His229, Pro274, Thr276 y GIn281.
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FIGURA 28. Resumen de las interacciones encontradas en los complejos de
tubulina con los 20 derivados de las epotilonas nativas obtenido del analisis de las
trayectorias de las simulaciones de DM.

Por otro lado, se realiz6 una comparacion de la conformacién de cada
de uno de los derivados en asociacion a tubulina obtenidos de DM, con
el modelo cristalografico de Prota[31]. Los resultados indican que todos

los ligandos ocupan regiones similares en el sitio de asociacion
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comparada con lo observado en la estructura cristalografica (FIGURA
29), pero exploran la cavidad de una manera Unica y cualitativamente
diferente. Ademas, la posicion promedio de los ligandos a lo largo de
la dindmica de produccion se mantuvieron estables como lo indicaron
los céalculos de RMSD manteniendo alineada la estructura de la proteina,
esto sugiere una interaccion estable con el receptor (ANEXO, FIGURA

Al).
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FIGURA 29. Comparacién entre los modos de asociacion de derivados de las
epotilonas obtenidas mediante | DM (color amarillo) con respecto a la estructura
cristalografica de EPA en el complejo de PDB 4150 (color gris). Los valores de
RMSD para cada epotilona fueron calculados a lo largo de los 20 ns de DM
manteniendo alineada las estructuras proteicas.

En las distintas simulaciones de los complejos se encontraron
interacciones relevantes que son responsables de la estabilizacion de
sitio activo de la tubulina. Por ejemplo, el residuo Glu290 forma un

puente salino con Arg284, ambos partes del M-loop. Otro puente salino
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fue observado entre los residuos de Asp297 y Lys299 de la hélice H9,
mientras que el residuo Leu275 forma un enlace hidrogeno con GIn294
y Ser280 y Arg284 forman otro enlace hidrogeno. Fueron observadas
ademas interacciones hidrofébicas entre las leucinas 275 y 217
pertenecientes al M-loop y a la hélice H6 de la tubulina,
respectivamente. Todas las interacciones descritas anteriormente son
responsables de la estabilizacion del M-loop, el cual corresponde a un
segmento proteico de directa interaccion con el ligando. Estas
interacciones también estan reportadas para la referencia cristalografica
de la estructura del complejo[31]. Sin embargo, reportes previos[63] han
demostrado que el puente salino entre Glu290 y Arg284 tiene un
comportamiento distinto en el complejo del taxol con tubulina, ya que
se observé que la formacion de este puente solo se observa ausencia de
ligando, debido a que en el M-loop, cuando la tubulina interactua con el
taxol, el residuo de Arg284 forma un nuevo puente salino con Glu44 lo
que ocasiona una pequefia apertura del sitio de asociacion. Estos
resultados muestran como se dispone el sitio de interaccion, y
concuerdan con el analisis previo de los residuos relevantes para la

asociacion de las epotilonas nativas.
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Los resultados son coherentes con los aspectos energéticos de la
interaccion epotilona-tubulina determinados, ya que las simulaciones
dan cuenta de una gran contribucion del término de van der Waals
(Evaw) comparado con la interaccion electrostatica (Eeec) entre las
epotilonas y los residuos del sitio de asociacién. Esto, es un resultado
esperado considerando la predominancia de los residuos apolares dentro
del sitio de asociacion a epotilonas [64, 65]. Ademas, los célculos
predicen una estabilizacion global del complejo EPB-tubulina
comparado con del complejo de EPA, el cual estad predominado por el
aumento del valor del término electrostatico de la energia de interaccion
residuo-ligando (TABLA 3). Para la serie de derivados de epotilona
estudiados no se encontrd una relacién estadisticamente significativa
entre las energias de interaccion determinadas y actividades biologicas
reportadas, sugiriendo asi un origen diferente para las diferencias de
actividad dentro del conjunto de compuestos en estudio. Paralelamente,
fueron realizados célculos de energias libre de asociacion utilizando los
métodos MM/GBSA y MM/PBSA de manera de comparar con
tendencias experimental determinadas previamente. Los resultados de

los célculos fueron procesados como energias libres de asociacion
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relativas para el set de 20 derivados estudiados, mostrando una pobre
correlacion lineal entre los valores calculados y experimentales como se
observa en la FIGURA 30. La mala correlacion obtenida esta
relacionada con el hecho que las metodologias MM/GBSA vy
MM/PBSA consideran algunas aproximaciones, ignorando algunos
factores como la energia de asociacion proveniente de las moléculas de
agua en el sitio de asociacion, y los cambios conformacionales que tanto
ligando como el receptor pueden sufrir al producirse la asociacion.
Dichos factores, sin lugar a dudas, pueden ser relevantes en el caso de

la interaccion epotilona-tubulina.
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FIGURA 30. Resultados de los calculos de energia libre de asociacion relativa
utilizando los métodos MM/GBSA (linea roja) y MM/PBSA (linea azul) para la
serie de 20 complejos epotilona-tubulina estudiados en esta tesis. Los célculos de
energia libre de asociacion fueron realizados tomando 800 frames a lo largo de la
dindmica de produccion de 20 ns. Los valores de energia libre de asociacion relativa
son reportados tomando como referencia la energia libre de asociacién de EPB.
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TABLA 3. Energias de interaccion promedio para los complejos epotilona-tubulina
obtenidos desde simulaciones de DM de 20 ns. Las energias de interaccion son
reportadas como la suma de los términos electrostaticos (Eelec) Y van der Waals
(Evaw) Y estan expresados en kcal/mol.

Energia de interaccion Epotilona-Tubulina (kcal mol™?)

Epotilona

Eelec Evaw Total
A -25.3 -46.5 -71.8
B -16.4 -42.2 -58.6
3 -26.0 -52.9 -79.0
4 -30.2 -43.8 -73.9
5 -18.1 -47.7 -65.8
6 -20.5 -51.0 -71.5
7 -24.5 -43.6 -68.1
8 -17.9 -45.7 -63.6
9 -18.4 -41.5 -59.9
10 -16.3 -52.9 -69.1
11 -16.3 -52.0 -68.3
12 -17.2 -55.1 -72.3
13 -29.6 -52.9 -82.5
14 -19.5 -45.3 -64.9
15 -18.5 -47.8 -66.3
16 -10.8 -33.6 -44.3
17 -25.7 -41.4 -67.2
18 -27.0 -42.7 -69.7
19 -25.4 -53.0 -78.4
20 -20.5 -42.7 -63.2

Elaboraci6n propia
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Finalmente, fueron estudiados los detalles de la asociacién de los
derivados de las epotilonas nativas, en términos de las distintas
modificaciones estructurales presenten en los 20 derivados
considerados en esta tesis (FIGURA 20) y como estas pueden afectar la

asociacion.

6.3.2 Modificaciones en C15

La primera modificacion estudiada corresponde a la epimerizacion de
C15. Los detalles de la asociacion mediante DM indican que la
modificacion estereoquimica desde S a R en el carbono de C15 en el
caso de las epotilonas 4 y 17 (Modificacion de EP4 a EP17) implica una
disminucion en el nimero de interacciones observadas en EP17. El
complejo EP4-tubulina presenta interacciones relevantes entre los
residuos de Asp226 y GIn281 y C7-OH (2.0 A) y C3-OH (2.5A) del
ligando, respectivamente. Ademas, el residuo Thr276 interacciona
fuertemente con el grupo carbonilo de C1 y el anillo de piridina de la
cadena lateral (1.9 A y 2.0A). Ademéas, EP4 presenta contactos

hidrofébicos con Leu217, Leu219, Leu275, Leu286 y Leu371. Algunas
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de estas interacciones se ven desfavorecidas en el epimero R (EP17), ya
que se pierden los contactos entre la epotilona y los residuos Thr276,

GIn281 y Leu286.

En el siguiente caso, la epimerizacién de EP7(C15S) a EP18(C15R), el
complejo de la EP7 se destaca por los contactos entre los residuos
Thr276 con las cadenas laterales del ligando (2.0 A) y carbonilo de
C1(2.0A), Asp226 con C7-OH (3.0 A), y entre GIn281 y C3-OH (3.0A),
ademas de interacciones hidrofobicas entre las leucinas que se
encuentran en la cavidad Leu 217, 219, 275 y 286 con el ligando. En
contraparte, EP18 muestra un distanciamiento con el entorno proteico,
en especial, con los residuos Asp226 y GIn281, cuyas interacciones con
la epotilona se ven perjudicadas. Continuando con las epimerizaciones
en C15, la modificacion en EP14 que da lugar a la EP16, implica un
dréstico cambio en la asociacion ligando-proteina, ya que las
interacciones observadas en EP14 con los residuos Asp226, Thr276 y
GIn281 practicamente desaparecen por efectos del cambio
conformacional experimentado. Estos resultados también comprueban

lo demostrado experimentalmente en los modelos moleculares
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construidos a partir de la estructura de EPA determinada por difraccion
de rayos X [54], donde se aprecia que con el C15 en configuracion S, la
cadena lateral esta aproximadamente en el plano del anillo de epotilona,
a diferencia de cuando el C15 esta en configuracion R donde la cadena
lateral es perpendicular a este plano. Este efecto esta notablemente
observado en los casos de las EP4 y EP14, donde la cadena lateral se

pliega por debajo del macrociclo (FIGURA 31).

ro270
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Elaboracidn propia

FIGURA 31. Comparacion entre los modos de asociacion de las epotilonas a) 14 y
b) 16, obtenidos por DM.

De manera similar, fue analizado el cambio del anillo tiazol a piridina

en la cadena lateral de C15 de la estructura de las epotilonas. En este
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caso, experimentalmente mediante la obtencién de constantes de
asociacion fue observado que el efecto de las modificaciones vari6 de
acuerdo a la estereoquimica de los carbonos C12 y C15[19]. Las
simulaciones indican que la asociacion de EP5 destaca por las
interacciones de Thr276 y GIn281 con el carbonilo de C1 y C3-OH e
hidrofébicas con Leu217, Leu219, Leu275 y Leu286. Al reemplazar el
tiazol de la cadena lateral de la epotilona por piridina, se observo que
esto no tuvo mayor relevancia en la asociacion dado que en la EP7 las
interacciones presentes son las mismas observadas que su analogo
tiazolico y el ligando adopta una posicion similar en ambos casos
(FIGURA 32). El cambio en la cadena lateral de EP6 (modificacion de
EP6 a EP8), segln lo observado en la simulacién no tiene un mayor
efecto en la asociacion. Las interacciones relevantes son las dadas entre
los residuos de Asp226, Thr276 y GIn281 y C7-OH (3.0A), C1-CO
(2.0A) y C3-OH (2.0A), respectivamente y cabe destacar que la
modificacion del anillo de la cadena lateral no produjo cambios en la
disposicion del ligando en el sitio de asociacion. Continuando con las
modificaciones, en el cambio en la cadena lateral de EP14 que da origen

a la EP4, las interacciones mas importantes en la EP14 fueron entre los
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grupos C7-OH (4.0 A), C1-CO (2.4 A) y C3-OH (3.0A) del ligando y
los residuos Asp226, Thr276 y GIn281, y mantenidas en la asociacion
de la EP4 con distancias promedios de 2.0 A, 1.9 Ay 25 A
respectivamente. El ultimo cambio estudiado fue el que se da en EP16
y EP17, donde la cadena lateral se encuentra en el carbono con
estequiometria S, a diferencia de los casos sefialados anteriormente. En
la asociacion de la EP16 se observo una importante interaccion entre los
residuos de His229 y Thr276 con el nitrogeno del anillo tiazol de la
cadena lateral y con C3-OH. Por efectos de la epimerizacion de C15, se
observd como la cadena lateral se pliega perpendicular al macrociclo del
ligando hacia dentro de la cavidad, provocando a su vez que la estructura
de la epotilona se encuentre méas expuesta. Este hecho fue observado
también en los otros derivados que presentan dicha epimerizacion. La
introduccion de un anillo sustituyente de mayor tamafio al tiazol
provoca un efecto negativo en la asociacion debido a que las
interacciones observadas previamente en la EP16 se pierden en EP17.
En este caso la estructura del ligando en la cavidad se encuentra en una
posicién menos apropiada para interaccionar con tubulina, gran parte de

las interacciones observadas en los demas derivados estudiados no se
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observan en el complejo de EP17, y las conformaciones adoptadas por
ambas epotilonas varian. Cabe destacar que las epotilonas que presentan
una epimerizacion en el carbono C15 (C15S a R) son las que presentan

experimentalmente una menor afinidad por la proteina.

Elaboracidn propia

FIGURA 32. Comparacién entre los modos de asociacién de las epotilonas a) 5
(color azul) y b) 7 (color gris), obtenidos por DM.
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6.3.3 Modificaciones en C21

La segunda modificacion estudiada corresponde la incorporaciéon de
distintos sustituyentes en C21 de la cadena lateral. En primer lugar, fue
analizado el cambio del sustituyente en C21 desde metilo a tiometilo
entre las epotilonas EP2—EP3, EP5—EP10, EP6—EP11y EP§—EP12.
En segundo lugar, desde metilo a hidroximetilo dado en EP8 y EP9. Y
finalmente, la modificacion desde 5-tiometil-piridina a 6-tiometil-
piridina en EP12 y EP13. Cabe sefalar que la cadena lateral y en
especial la zona de la estructura de las epotilonas del carbono C21, se
encuentra en un bolsillo hidrofébico que se encuentra expuesto al
solvente. Esto es comun para todos los complejos analizados que
presentan modificaciones en C21. Segun lo observado en las
simulaciones de las epotilonas con modificaciones en esta region, las
interacciones predominantes en el sitio de asociacidn son entre Asp226,
Thr276 y GIn281 y C7-OH, C1-CO y C3-OH de la estructura del
ligando. En cuanto al ligando, su posicion y orientacion en la cavidad

no presenté mayores cambios por efectos de la modificacion.
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La incorporacion del grupo tiometilo no tuvo mayor impacto en los
complejos analizados, excepto en la asociacién de EP12. En la
asociacion de EP8, ademas de las interacciones comunes para todo el
grupo de derivados se destaca la del nitrégeno de la piridina con el
residuo de Thr276. Al comparar los modos de asociacion de EP8 y
EP12, se observo que para EP12 las interacciones se vieron restringidas
y solo se mantuvieron enlaces hidrégeno entre el ligando con el residuo
de Thr276. Esto explica los cambios de energias experimentales
desfavorables debido a las diferencias estructurales entre EP8 y EP12,
En los deméas casos, los cambios de energias fueron favorables.
Experimentalmente, los cambios de epotilona 2—3, 5—10 y 6—11
tienen un efecto positivo en la afinidad por la proteina. Los detalles
termodinamicos experimentales indican que, si bien el cambio es
desfavorable entalpicamente, lo es favorable entropicamente[19]. Esto
sugiere que el incremento en la afinidad de union se deberia a la
reorganizacién entropicamente favorable de las moléculas del

disolvente més que las interacciones entre el ligando y la proteina.
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Para el segundo caso estudiado, la sustitucion del metilo por el grupo
hidroximetilo en la cadena lateral de piridina, primero se analiz6 EP8
que posee el grupo metilo. Las simulaciones de DM indicaron que el
complejo de EP8-tubulina, esta caracterizado por las interacciones entre
Asp226, GIn281 y C7-OH y C3-OH del ligando y el residuo de Thr276
que forma enlaces de hidrogenos con el grupo carbonilo de C1 vy el
nitrogeno del anillo de piridina de la cadena lateral, ademéas de las
interacciones hidrofobicas con Leu217, Leu219, Leu275 y Leu286. En
EP9 que corresponde a la que posee el sustituyente hidroximetilo en
C21, se observaron dos interacciones estables durante la simulacién
entre los residuos de GIn281 y Thr276 con C3-OH y C1-CO de la
epotilona, ademas el ligando adquirié una posicién distinta en el sitio de
asociacion. Estos resultados son coherentes con la informacion
experimental, ya que se informa de un efecto ligeramente desfavorable
lo que podria estar relacionado con las diferencias en las interacciones

de cada modo de asociacion (FIGURA 33).
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Elaboracién propia

FIGURA 33. Representaciones del sitio de asociacion de a) EP8 y b) EP9, en
complejos con tubulina obtenidos por DM.

Por ultimo, al sustituir el grupo 5-tiometil-piridina a 6-tiometil-piridina
si bien experimentalmente fue informado un cambio desfavorable
energéticamente, a través de las simulaciones de DM no fue observado

ningun efecto positivo ni negativo para la asociacion epotilona-tubulina.

6.3.4 Modificaciones en C12

Una de las modificaciones mas estudiadas en la estructura de las

epotilonas corresponde a la region de C12, ya que experimentalmente
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se ha visto que la adicion de un grupo metilo en el caso de la epotilona
nativas genera un considerable aumento de la actividad polimerizante
de EPB comparada con EPA. Para observar como los cambios en esta
zona de la estructura de la epotilona son capaces de afectar la
conformacion del ligando y su interaccidn con tubulina es que a traves
de DM se estudio el efecto de la epimerizacion del carbono 12 desde S
a R, la sustitucion de hidrégeno por un grupo metilo en ambos epimeros
de C12 y modificaciones del anillo epdoxido, sustituyéndolo en primera
instancia a un anillo ciclopropilo y luego desde el anillo ciclopropilo a

ciclobutilo.

Anteriormente se observo que el cambio en la estereoquimica de C15
desde S a R produjo un efecto negativo en el complejo epotilona-
tubulina al comparar EP 4 (C15S) y EP17(C15R). En este caso al
comparar EP4 y EP7, donde existe un cambio estereoquimico en C12
desde S a R, se observo en EP7 un leve desplazamiento del ligando y
M-loop en la tubulina a consecuencia de la modificacion. A pesar de
esto, la asociacion del ligando con la tubulina no fue interrumpida, ya

que se observaron las mismas interacciones que en el caso de la EP4,
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los residuos Asp226, GIn281 y Thr276 con los grupos C7-OH, C3-OH
y C1-COy el nitrégeno de la piridina de la cadena lateral. También fue
analizado el cambio desde C15 S a R en EP14 a EP16 que fue
desfavorable, al igual que en EP4. La epimerizacion de C12 en EP14 en
el complejo no tuvo mayor incidencia en la posicion y orientacion del
ligando ni en el sitio de asociacion. Por lo mismo, la interaccion de EP5

con la tubulina fue similar a lo observado en la EP14 (epimero C12S).

Los resultados de DM para el complejo de EP17 indican que se
encuentra estabilizado principalmente por las interacciones entre los
residuos de Asp226 y Thr276 con C7-OH y el carbonilo de C1 del
ligando. Al observar el complejo de EP18 que corresponde al epimero
con C12R de EP17, se destaca el cambio de la posicion del ligando en
el sitio activo, ya que la cadena lateral, de estar plegada hacia dentro del
sitio activo, se desplazo hacia afuera ubicando en linea al macrociclo de
la epotilona. Como resultado de esto, el complejo se ve favorecido
debido a la presencia de nuevos contactos intermoleculares ligando-

proteina que no fueron observados en EP17 (FIGURA 34).
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Elaboracion propia

FIGURA 34. Representacion de los modos de asociacion de EP17 (color azul) y
EP18 (color gris), obtenidos por DM, donde se observa el gran cambio en la
orientacion de la cadena lateral de C21.

El complejo de EP19 esté caracterizado por las interacciones de Asp226,
Thr276 y GIn281 con C7-OH, C1-CO y C3-OH y Leu217, Leu219,
Leu230 y Leu275 con el macrociclo de la epotilona. La epimerizacion
de C12 en EP19(C12S) que da lugar a EP11(C12R) implica un cambio
en la orientacion del grupo metilo que se encuentra en dicho carbono.
En los primeros tres cambios analizados (epotilona 4—7, 14—5 y
17—18) el sustituyente de C12 es un hidrogeno. EI grupo metilo de

EP11 se orienta hacia fuera del sitio activo desfavoreciendo las

97



6. DERIVADOS DE EPOTILONAS NATIVAS

interacciones hidrofobicas que fueron observadas para esa regién en
EP19, y que en EP11 no. Ademas, debido a la modificacién y la posicion
del grupo metilo se observd un cambio en la orientacion de ligando lo
que puede afectar su asociacion. Algo similar fue lo observado en la
modificacion entre EP20 y EP8, donde EP20 corresponde al epimero
con C12S y EP8 a C12R, y ambas presentan un grupo metilo en C12.
No obstante, en EP8 se observo claramente un cambio no solo en la
orientacion del grupo metilo de C12, sino también un desplazamiento
de todo el ligando en comparacion a EP20. Estas diferencias afectaron
a las interacciones que en principio fueron observadas en EP20, entre
Leu217, Leu219, Leu230, Leu275 y Leu286 y el macrociclo, y los
residuos Thr276 y GIn281 con los grupos C1-CO y C3-OH del ligando
(FIGURA 35). Los resultados obtenidos por DM son consistentes con
la informacion experimental que se tiene y da cuenta del efecto de
modificaciones estereoquimicas en C12. Estos indican que el efecto en
la afinidad proteina-ligando depende principalmente de los
sustituyentes de C12, ya que para analogos de EPA, es decir, para
derivados con sustituyente hidrégeno en C12 no fue observado cambio

en la afinidad o presenté un leve efecto favorable. Sin embargo, para
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analogos de EPB, es decir, para derivados con sustituyente metilo en

C12 la modificacion era totalmente desfavorable para el complejo.

Elaboracion propia

FIGURA 35. Comparacion entre los modos de asociacion de EP20 (color azul) y
EP8 (color gris), obtenidos por DM. La modificacion presente en la estructura de
los ligandos corresponde a la epimerizacion de C12 (EP20-C12S, EP8-C12R).

Por otro lado, fue analizada directamente modificacion del sustituyente
en C12. Esto se observé en una primera parte al estudiar a las epotilonas
nativas, y cuyo efecto es positivo para la asociacion, ya que incrementa
de forma muy notable la afinidad (-8.1 kJ mol™). En el capitulo 5, se

analizé en detalle las diferencias estructurales y conformacionales, para
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EPA 'y EPB, tanto libre como en asociacién a la proteina el cual ha sido
motivo de varias investigaciones. Un segundo caso, considerando como
origen de la modificacion una estructura de epotilona con C12 de
estereoquimica S, es el que se presenta en EP4 y EP20. La diferencia de
estos derivados con las epotilonas nativas es debida a la cadena lateral,
ya que presentan un anillo de piridina en lugar de tiazol.
Experimentalmente, se demostro que al igual que en las epotilonas
nativas la incorporacion del metilo en C12 tiene un efecto
energeticamente favorable para la asociacion, aunque menos notorio
(AAGssec epotilona 4—20=-1.8 kJmol?). Los resultados obtenidos de
las simulaciones indican que EP20 se posiciona levemente distinto a
EP4 en el complejo. En la asociacion de EP20 el residuo de Thr276
interacciona con el grupo carbonilo de C1y C3-OH, a diferencia de EP4
donde solo hay una interaccion de Thr276 con el grupo carbonilo.
Ademas, el grupo metilo introducido, se posiciona hacia el interior del
sitio activo logrando establecer contactos hidrofébicos. Esto podria
contribuir a la diferencia de afinidad de asociacion calculada
experimentalmente y ha sido lo observado en otros modelos para la

asociacion epotilona-tubulina, como el publicado por Nettles. Ademas,
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fue estudiada la incorporacion del grupo metilo en C12 considerando el
epimero R. Los cambios analizados fueron entre las epotilonas 5—6,
7—8 y 10—11. Anteriormente, se habia mencionado que las
interacciones predominantes del complejo de EP5 estaban dadas entre
los residuos de GIn281 y Thr276 con C3-OH vy el carbonilo de C1 e
interacciones hidrofdbicas del ligando con la proteina. En el sistema
EP6, epimero S (C12 S) de EP5, el cambio en la orientacion del grupo
metilo produce que este se desplace hacia fuera del sitio activo. De esta
manera, se limitan los contactos principalmente con las leucinas de esa
region con la proteina. Algo similar es lo que ocurre en la asociacion de
los derivados 7 y 8, donde por efectos de la epimerizacion se produce
un desplazamiento del ligando en el sitio activo y también la
conformacion del M-loop en el complejo de EP8 varia. Ademas, se
observo que parte de los contactos importantes entre el ligando y la
proteina se ve desfavorecida, dentro de estas las interacciones entre el
residuo de Asp226, GIn281 y Thr276 con los grupos C7-OH, C3-OH y
con el nitrogeno del anillo de piridina de la cadena lateral del ligando.
En el dltimo de los casos donde existe un cambio en la estereoquimica

en C12, EP11 correspondiente al ligando que presenta el grupo metilo
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se posiciond de manera similar en el sitio activo a su analogo no
metilado. En cuanto a las interacciones, EP11 en el complejo esta en
contacto con los mismos residuos proteicos, orientando el grupo metilo
hacia fuera de la cavidad desfavoreciendo contactos de tipo hidrofébico

en el complejo.

En un dltimo lugar, se analizo el efecto de la modificacion de la region
del epdxido en C12. Se estudiaron dos casos, primero la sustitucion del
anillo epoxido por uno ciclopropano y en el segundo la sustitucion de
un anillo ciclopropano por uno ciclobutano. Los resultados de DM
obtenidos para analizar la sustitucion del anillo epoxido, indicaron en
ambos casos que los complejos no sufren cambios en cuanto a la
posicion u orientacion del ligando ni a la conformacién de la proteina.
Las principales interacciones son mantenidas en los complejos que
poseen el anillo ciclopropano. Sin embargo, la presencia del
ciclopropano favorece las interacciones del tipo hidrofébicas que puede
tener la region de C12 de los ligandos debido al entorno proteico de esa

zona (FIGURA 36).
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FIGURA 36. Representacion de los modos de asociacion de EPA (color azul) y
EP14 (color gris), obtenidos por DM y donde existe la modificacion del anillo
epoxido por uno ciclopropano.

En cuanto a la sustitucion del anillo ciclopropano por un ciclobutano,
existe un desplazamiento de EP15 en el sitio activo en comparacion a
EP5 (FIGURA 37). Los resultados indican ademas que los residuos de
la region donde ocurre la asociacion también se desplazan provocando
que la cavidad este mas expuesta al solvente. Esto a diferencia de lo
observado en EP5 que corresponde a la que posee el anillo ciclopropano,
y que implicaria un debilitamiento de las interacciones que se presentan
en dicho complejo. Por su parte, experimentalmente el grupo de

Canales[32] encontro que la afinidad de los derivados aumenté por la
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introduccidn del grupo ciclopropano pero esta disminuia al aumentar el
tamafo del anillo, es decir, cuando la sustitucion fue por el anillo
ciclobutano. Es asi como las simulaciones dan cuenta de lo reportado
experimentalmente, permitiendo ver el detalle de como las distintas
modificaciones estructurales en una serie de derivados afecta a la

asociacion.

Elaboracion propia

FIGURA 37. Modelos de asociacion epotilona—tubulina, donde existe una
sustitucion del grupo a) ciclopropano (EP5) por el b) ciclobutano (EP15) en la
estructura del ligando.
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6.4 Estructura y dinamica del dimero de tubulina

Finalmente, se analizaron los cambios en la estructura del dimero de
tubulina debido a la asociacién a las epotilonas. Los resultados indican
grandes diferencias en la conformacion del M-loop entre la tubulina
libre y complejada para la serie de 20 derivados de las epotilonas
estudiadas (FIGURA 38). En el caso de la tubulina libre, el M-loop
adopta una posicion mas cerrada al sitio activo a diferencia de lo
observado en los complejos, ya que el M-loop tiende a abrirse de manera
de mejorar la asociacion receptor-ligando. Esto es principalmente
debido al establecimiento de un puente salino entre los residuos Arg284
y Glu290, el cual fue observado en la mayoria de los complejos con los
derivados de la epotilonas y no en la tubulina libre. Estos residuos se
encuentran en la parte inferior del M-loop. Ademas, cabe destacar que
el residuo de Leu275 forma un enlace de hidrégeno con GIn294, como
asi tambien entre los residuos Ser280 y Arg284 y se observaron
interacciones hidrofébicas entre Leu275 del M-loop y Leu217 de la
hélice H6, interacciones que también han sido reportados en la

estructura cristalina citada previamente.
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- "Glu290
¥4 5A (Promedio)

Arg284
Elaboracion propia

FIGURA 38. Efecto de la asociacion en el M-loop de la tubulina en la tubulina
libre y en asociacion a los distintos derivados. La representacion gris corresponde a
la tubulina libre.

Para examinar los cambios locales en la tubulina como consecuencia de
la asociacion con epotilonas, fueron realizados calculos de RMSF para
cada residuo. Esto permitio determinar las regiones que presentan
mayor variacion en la flexibilidad al comparar la tubulina en estado libre
y en los distintos complejos. Por lo tanto, fueron calculados ARMSF
para B-tubulina que corresponde al monémero que esta directamente
interaccionando con el ligando y para la a-tubulina. La FIGURA 39
compara las fluctuaciones relativas de los residuos de B-tubulina en los

distintos complejos con las epotilonas. En vista de los resultados, los
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complejos de tubulina adoptan un comportamiento dindmico muy
diferente en comparacion con la tubulina no asociada. Los mayores
cambios en la flexibilidad fueron observados en el sitio activo, donde se
produce la interaccién epotilona-tubulina. Los residuos Pro37, Ser38,
Asp39, Lys40, Thr4dl, lle42, Gly43-44, Argd7, Serd8, Ala58, Prol75,
Gly246 y Ala281 corresponden a los de mayor flexibilidad. Gran parte
de estos residuos se encuentran en el extremo negativo de la tubulina,
region de interface en donde la a-tubulina interactia con los
consecutivos monomero a lo largo del protofilamento. Gran parte de los
resultados mostrados y discutidos en este capitulo se encuentran en un

articulo publicado en el afio 2017[66].
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FIGURA 39. a) Diferencias de RMSF en angstrom (A) entre la estructura de B-
tubulina pertenecientes a los distintos complejos con epotilonas y en su estado libre.
Los residuos destacados corresponden a los de mayor flexibilidad. b)
Representacion de la o-tubulina, en la cual se incluyen los residuos de mayor
flexibilidad con relacion a los datos de RMSF obtenidos.

Los resultados obtenidos permitieron establecer que se producen
cambios conformacionales en las epotilonas por efectos de la
asociacion, restringiendose su libertad conformacional en los complejos

con tubulina. Ademas, se comprobd que existen conformaciones
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comunes entre las epotilonas activas libres y cuando interaccionan con
tubulina, lo que sugiere que las epotilonas activas son capaces de
someterse a una preorganizacion conformacional adecuado cuando
estan en el estado libre, correspondiente a la conformacién bioactiva que
las epotilonas inactivas son incapaces de adquirir. En cuanto a la
asociacion cabe destacar que en la interaccion epotilona-tubulina los
residuos de tubulina claves y comunes en todos los sistemas analizados
correspondieron a Leu217, Leu219, Leu230, Leu233, Leu272, Leu275
y Leu371, Asp226, His229, Pro274, Thr276 y GIn281 y que el M-loop
experimenta cambios conformacionales debido a la asociacion. Por su
parte, los ligandos ocuparon regiones similares en el sitio de asociacion
comparada con lo observado en la estructura cristalografica, pero
exploran la cavidad de una manera Unica y cualitativamente diferente.
Finalmente, cabe destacar que el efecto de las modificaciones analizadas
en distintas regiones de la estructura de las epotilonas fue variado,
destacando el efecto de la epimerizacion de C15S a C15R en el cual fue
observado un cambio en la orientacion de la cadena lateral que no fue

favorable para la asociacion.
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7. EFECTOS DE MUTACIONES EN LA ASOCIACION DE
EPOTILONA B

Se estudiaron las propiedades dinamicas y estructurales de la tubulina
nativa y mutada en complejo con EPB. Con este analisis se busco
proporcionar informacién estructural en relacion con la resistencia a
farmacos dada por mutaciones de tubulina, cuyos resultados fueron
presentados en un articulo[67] y se discutirAn mas detalladamente a
continuacion. La FIGURA 40, muestra los RMSD para la a- y B-
tubulina nativa y sus mutantes Phe272Val, Thr276lle, Arg284GIn y
GIn294Glu, obtenidos a partir de 20 ns de la dinamica de produccién de
complejos EPB-tubulina. Los valores de RMSD se calcularon a lo largo
de la trayectoria con respecto a la estructura promedio del complejo
EPB-tubulina nativa. De acuerdo a los resultados, la proteina
experimenta grandes desplazamientos en comparacion a tubulina nativa
como consecuencia de las mutaciones con la excepcién de la mutante
Phe272Val. En este caso la proteina mutada presenté un perfil de RMSD
muy similar en comparacion a la proteina nativa, este efecto ha sido
reportado debido a que esta mutante presenta un menor efecto de

resistencia de los farmacos (TABLA 4). Es importante notar que las dos
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subunidades del dimero de proteina exhiben desplazamientos similares,
indicando que los efectos de cambios estructurales debido a las

mutaciones se distribuyen en una amplia region de la proteina.
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FIGURA 40. RMSD (A) para las estructuras de los complejos en asociacion a EPB
con tubulina nativa y mutada obtenida a partir del analisis de la trayectoria de la
dinamica de produccion de 20ns. Todas las mutaciones fueron realizadas en la -
tubulina.
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TABLA 4. Factores de resistencia de farmacos, definidos como el valor de IC50
obtenidos para la linea mutante de p-tubulina dividido por el obtenido por la linea
parental[68, 69].

Mutacion
Droga
Phe272Val Thr276lle Arg284Gin  GIn294Glu
EPA 8.9 40 57 72
EPB 2.8 25 24 95

Elaboracion propia

Los cambios conformacionales locales debido a las mutaciones fueron
analizados realizando calculos de RMSF por residuo (ARMSEF),
considerando como referencia una estructura representativa de tubulina
nativa. Los calculos de ARMSF informan el grado de movimiento de
cada Ca alrededor de su posicion promedio en las B-tubulinas mutadas
comparadas con el movimiento observado en la estructura nativa, de
forma tal que mayores valores de ARMSF corresponden a regiones de
la proteina que se hacen mas flexibles a consecuencia de las mutaciones,
mientras que las regiones de bajo ARMSF corresponden a las mas
restringidas conformacionalmente. De acuerdo a estos resultados las
mayores fluctuaciones se produjeron en las regiones de tubulina donde
se producen contactos interdimeros o en el sitio de union a EPB

(FIGURA 41).
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FIGURA 41. ARMSF (A) para las estructuras de los complejos en asociacion a
EPB con tubulina nativa y mutada obtenida a partir del analisis de la trayectoria de
la dindmica de produccion de 20ns. En la figura se indican con color los residuos
de mayor cambio en la flexibilidad como consecuencia de las mutaciones.
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En particular, el M-loop de la B-tubulina experimenta una gran variacion
de la fluctuacién en las mutantes Thr276l1le, Arg284GIn y GIn294Glu,
lo que sugiere que estos residuos mutados son criticos para que el M-
loop mantenga su conformacion de una forma adecuada de manera de
permitir la asociacion eficaz con el ligando. Por otra parte, la mutacion
Phe272Val no influye en cambios importantes de la flexibilidad del M-
loop, pero si en las regiones donde se producen interacciones laterales a
lo largo de los protofilamentos. Por lo tanto, dichos resultados sugieren
que los cambios en RMSD y RMSF inducidos por las mutaciones
puntuales en tubulina pueden estar relacionadas con la resistencia a
farmacos alterando la conformacién y dinamica de las regiones de la
proteina que estan implicadas en la efectiva asociacion del ligando y en
el ensamblaje de los MT. Una comparacion estructural mas detallada
del sitio de asociacion entre los complejos de EPB y sus derivados con
tubulina mutada se observa en la FIGURA 42. La figura destaca los
cambios conformacionales que se produjeron en la region del M-loop de
la tubulina por efectos de las mutaciones, el cual adopta una orientacion
maés hacia el interior de la cavidad de asociacién en los complejos con

la proteina nativa y en mutante Phe272Val. Ademas, se observo una
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fuerte interaccion electrostatica durante la simulacion en los complejos
de tubulina nativa y en las mutantes Phe272Val y Thr276lle, el cual
incluye las cadenas laterales de los residuos Arg278 y Asp224, y
mantienen distancias promedio de 3.9-4.3 A en un 84-100 % de la
trayectoria de DM. Esta interaccion se encontrd que €S mMenos
significativa en la mutante GIn294Glu (62 %) y no fue observada en la
estructura del complejo de la mutante Arg284GIn (0%). Para corroborar
si se producen cambios indicados en el sitio de asociacion de la
epotilonas se llevaron a cabo DM de 20 ns tambiéen sobre la estructura
de la tubulina nativa. Los resultados indicaron la inexistencia de la
interaccidn electrostatica entre los residuos Arg278 y Asp226 en todas
las estructuras equilibradas. Esto sugiere que el M-loop sufre una
reorganizacion conformacional al asociarse a la EPB. Teniendo en
cuenta que el M-loop no sélo es relevante para el sitio de asociacion de
epotilonas, sino que también participa en los contactos laterales
interdiméricos que confieren estabilidad a los MT, la informacion
obtenida demuestra que la interaccion intra-proteina entre los residuos
Arg278y Asp226 se podria considerar relevante al igual que la existente

entre Arg286 y Glu292 observada en los complejos epotilona-tubulina
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de la serie de 18 derivados estudiados anteriormente. Esto permitiria que
se produzca una asociacion eficaz del ligando y la correcta
estabilizacion del M-loop de manera que adquiera una conformacion

para favorecer la polimerizacion de tubulina en MT estables.

Tubulina Nativa

Arg284Gin GIn294Giu

S
ol * e ™~ 39A

ﬁ
r = 1.2 A (6ZfAry -
* 1/ (O/o).- %
}

Thr276lle | Phe272Val |

M-loop

Elaboraci6n propia

FIGURA 42. Comparacion de la region perteneciente al M-loop de las estructuras
representativas de los complejos EPB-tubulina nativa y sus derivados mutantes. El
porcentaje indica la presencia de la interaccion electrostatica entre los residuos
Arg278 y Asp226 a lo largo de las trayectorias de las dindmicas de produccion.
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En cuanto al sitio de asociacion, la FIGURA 43 muestra la evolucion
temporal de la ubicacion del ligando a lo largo de la dindmica de
produccién en complejo con tubulina nativa y en las mutantes
Arg284Gin, GIn294Glu, Thr276lle y Phe272Val. De acuerdo a los
resultados, el ligando adopta distintas orientaciones dentro de la cavidad
proteica, lo que sugiere una gran influencia de las mutaciones puntuales
en el modo de asociacion de EPB. Ademas, se observaron
desplazamientos significativos del ligando en GIn294Glu, Thr276lle y
Phe272Val lo que sugiere una asociacion menos efectiva que en la

tubulina nativa.
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FIGURA 43. Estructuras del sitio de asociacion de los complejos epotilona B-
tubulina superpuestas para tubulina nativa y mutadas, en donde se muestra el tiempo
de evolucion de la posicion de los ligandos a lo largo de la dindmica de produccion

de 20 ns.

Se analizd también el cambio en volumen de la cavidad del sitio activo.

Los resultados indicaron que existen cambios por efectos de las

mutaciones ya que en todas estas la cavidad del sitio de asociacion del

receptor experimenta un notable aumento del volumen en comparacion

a la proteina nativa como se observa en la FIGURA 44,
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FIGURA 44. VVolumen calculado del sitio de asociacién para los complejos de EPB-
tubulina formando con tubulina nativa y sus derivados mutantes.

Para analizar cdmo al aumento en el volumen la cavidad del sitio activo
de la tubulina afecta a la asociacion, fueron identificados los residuos
que son parte del sitio activo de la proteina. La FIGURA 45 muestra un
resumen grafico de los residuos del sitio de asociacion identificados
para los complejos de EPB-tubulina nativa y sus variantes mutantes. Los
residuos de la proteina considerados como parte del sitio activo fueron
aquellos que permanecieron a distancias menores de 4.0 A desde el

ligando en méas de un 50 % de la trayectoria de DM. En la figura los
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recuadros negros representan las interacciones que se observaron en mas
de un 75 % de la simulacion, mientras que los recuadros grises
representan las interacciones que se observaron entre un 50 a 75% de la
trayectoria. En general, los resultados indican que las tubulinas mutadas
establecen menos contactos polares con el ligando en comparacién a la
proteina nativa. Esto en particular en la region comprendida entre los
residuos Lys119 y Glu27, mientras que la mayoria de las interacciones
apolares fueron retenidas en los complejos de EPB con tubulina mutada.
Por lo tanto, la pérdida de interacciones polares favorables sobre la
proteina con mutaciones podria ser una consecuencia del aumento del
volumen de la cavidad donde ocurre la interaccion con el ligando, lo que
a su vez podria estar relacionado con la resistencia a los farmacos debido
al debilitamiento de las interacciones farmaco-receptor responsables de

la formacién eficaz de los complejos.
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FIGURA 45. Grafico resumen de los residuos pertenecientes al sitio de asociacién
identificados para los complejos de EPB con tubulina nativa y mutadas. Los
recuadros negros representan las interacciones existentes en mas de un 75% de la
trayectoria de DM mientras que los recuadros grises representan las interacciones
existentes entre un 50 y 75% de la trayectoria de las simulaciones.

Por dltimo, estructuras representativas de los complejos de EPB con
tubulina nativa y mutadas son mostradas en la FIGURA 46, donde se
observan los detalles de la interaccion proteina-ligando. En el caso de la

tubulina nativa con EPB, cuya asociacion ya habia sido descrita en el
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primer apartado de resultados, el anillo epoxido de la epotilona esta
cercano a los residuos de Leu230 y Phe272 y el grupo metilo de C12
participa de contactos hidrofobicos con la cadena lateral de Leu230. En
este modelo se observo un enlace de hidrégeno entre los residuos de
Asp226, Thr276 y GIn281 con los grupos C7-OH , C1-CO y C3-OH del
ligando que coincide con lo reportado previamente en modelos
farmacdforos [68]. En el caso de la tubulina con mutacion Phe272Val
fueron encontrados contactos apolares entre el grupo metilo de C4, C6
y C12 con los residuos Leu230-Leu275, Ala233 y Leu363. En este caso
la cadena lateral del anillo tiazélico se encuentra en una posicion mas
expuesta al solvente donde el grupo carbonilo de C1 forma un enlace de
hidrogeno con Gly280. En el caso de la mutante Thr276lle, el anillo
epoxido esta posicionado en una region comprendida entre los residuos
Ala233y Phe272, donde la cadena lateral del anillo tiazélico del ligando
estd rodeado por los residuos polares Arg278, Asp226 y Lys218. El
grupo C1-CO interactda con la cadena lateral de His229, el grupo C3-
OH del ligando forma un enlace de hidrdgeno con el grupo carbonilo de
Arg278 y el grupo C7-OH del ligando interactua con el residuo de

Arg361. En el caso de la mutante Arg284GIn el atomo de oxigeno del
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anillo epdxido interactta con los residuos apolares Leu217 y Leu219,
donde los grupos metilos de C4 estan en contacto con la cadena lateral
de Leu363. Este modelo preserva la interaccion entre el residuo Thr276
y la regidn entre C5-C7 del ligando, como es observado en el complejo
con tubulina nativa, donde la cadena del anillo tiazélico participa de
contactos polares con los residuos de Arg361 y Asp28. Finalmente, en
el caso de la mutante GIn294Glu la cadena lateral del anillo tiazolico y
el anillo epoxido estan considerablemente méas expuestos al solvente en
comparacion a la estructura del ligando con tubulina nativa, revelando
una asociacion menos efectiva del ligando lo que podria estar
relacionado con la mayor resistencia de farmacos inducida por la
mutacion GIn294Glu. En este modelo el grupo carbonilo de C1 del
ligando interacciona con el grupo guanidinio del residuo Arg278. El
grupo C3-OH interactua con la cadena lateral de Asp226 y la region de
C5-C7 del ligando interactia con los residuos Arg278 y Ser277.
Ademas, los grupos metilos de C4 participan de contactos apolares con
Leu219, Leu230 y Leu275. Por lo tanto, los resultados antes
mencionados nos revelan que estas mutaciones en la estructura de la

tubulina producen marcados efectos en la asociacion de la epotilona que
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lo podria estar relacionado con la resistencia a farmacos debido a una

interaccion mas débil del ligando en la formacion de los complejos.

La informacion obtenida de los analisis realizados indicé que la tubulina
experimenta cambios conformacionales y en la movilidad como
consecuencia de las mutaciones. Las regiones de mayor fluctuacion o
movilidad en comparacion a estructura de la tubulina nativa
corresponden al sitio donde ocurren la asociacion con el ligando y los
contactos interdimeros, destacandose la region del M-loop que es
importante para la interaccion epotilona-tubulina. Estos cambios a su
vez se vieron reflejados en diferencias en el volumen de la cavidad de
sitio de asociacion de tubulina nativa en comparacion a las
correspondientes mutantes, y por lo tanto a propia asociacion, y pueden
estar relacionado con la resistencia a los farmacos debido al
debilitamiento de las interacciones farmaco-receptor responsables de la

formacion eficaz de los complejos.
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Elaboracién propia

FIGURA 46. Representaciones de la asociacién de EPB con tubulina nativa y
mutadas.
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8. SCREENING VIRTUAL

Para realizar la busqueda de nuevos compuestos estabilizantes de la
polimerizacion de tubulina fue seleccionada la estructura representativa
del complejo de EPB-tubulina obtenido de DM. Dicho modelo para la
tubulina fue originado desde la estructura cristalografica de la proteina
RB3-estamina, y tubulina tirosina ligasa en presencia de EPA (PDB
4150). De la estructura representativa del complejo EPB-tubulina solo
fue utilizado el monémero de B-tubulina, debido a que el sitio de
asociacion se encuentra en esa region y a que los procedimientos de SV

se centran solo en el lugar donde ocurre la asociacion del receptor.

8.1 Seleccidn de algoritmo de docking molecular

La primera etapa dentro del procedimiento de SV consistio en
seleccionar el algoritmo de docking entre dos programas gratuitos
ampliamente utilizados: Autodock4 (AUTODOCK) y VINA, que se

diferencian basicamente en la parametrizacion de la funcion de scoring
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[52, 56]. Para ello, se evalu6 capacidad de ambos métodos para
reproducir las conformaciones cristalograficas de los ligandos en el sitio
de asociacion, considerando las estructuras 1TVK y 4150. Las pruebas
fueron realizadas considerando la estructura de la proteina rigida,
permitiendo solo la flexibilidad del ligando. Los resultados (FIGURA
47) muestran que ambos programas reproducen exitosamente la
estructura del complejo descrito en el modelo 4150, mientras que para
el modelo 1TVK la posicion y conformacion del ligando obtenido del
docking es distinta de la conformacion cristalografica (RMSD 6.345A)).
Estos resultados demostraron la importancia de la seleccién de la
estructura del receptor. Finalmente se teste0 la estructura del complejo
EPB-tubulina obtenido de las simulaciones de DM, resultando que con
ambos algoritmos de docking la conformacion resultante del ligando
corresponde a la del modelo obtenido por DM. Dado que los dos
algoritmos mostraron resultados similares, se decidio seguir adelante
con el algoritmo de menor costo computacional, es decir, VINA, que
presenta una aceleracion de aproximadamente dos 6rdenes de magnitud
en comparacion con el programa AUTODOCK, lo cual es una gran

ventaja al momento de evaluar base de datos de millones de compuestos.
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b)

Elaboracion propia

FIGURA 47. Resultados de docking de las estructuras cristalograficas de a)1TVK
y b) 4150, donde el color azul representa a la estructura original, verde conformacion
obtenida de VINA y gris de AUTODOCK.

Otro método de validacion realizado fue la utilizacion de un conjunto
de compuestos que consideran ligandos activos frente a tubulina
(TABLA 5) y decoys, con el fin de comprobar que el algoritmo
seleccionado puede diferenciar entre compuestos activos e inactivos.
Los decoys son moléculas que poseen propiedades fisicas similares a los
compuestos activos, pero difieren significativamente en su estructura
por lo que se presumen inactivas contra un determinado receptor y son
utilizados para validar el rendimiento de un docking molecular o
SV[70-73]. Para esta validacion del protocolo SV, se obtuvo una base
de datos formada por 53 compuestos entre activos y decoys, a partir de

la base de datos ZINC utilizando el programa DecoyFinder[74].
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TABLA 5. Propiedades fisicoquimicas de compuestos activos a B-tubulina
utilizados para filtrar moléculas decoys.

Propiedad Minimo Maéaximo
Masa molar 300 800
LogP 2.1 7.4
Aceptores de enlaces de hidrogeno 3 14
Donantes de enlaces de hidrogeno 0 5
Numero de enlaces rotables 2 13
Area superficial polar molecular 30 224

Elaboracion propia

Los resultados de SV utilizando la libreria que contiene compuestos
activos y decoys son mostrados en la TABLA 6. Estos corroboran la
correcta eleccion de la estructura de tubulina obtenida por DM para la
realizacion del SV, ya que el programa logra identificar a los cuatro
compuestos activos dentro de los ligandos con mayor afinidad por dicho
receptor. Estos estan dentro de los diez compuestos de mayor score, en
comparacion a los resultados obtenidos por la estructura cristalografica

donde solo uno se encuentra en el top diez.
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TABLA 6. Resultados de docking molecular del conjunto de compuestos activos y
decoys realizados utilizando distintas estructuras de -Tubulina, donde corresponde

a TXL a docetaxel, TAL a taxol y D a decoys.

Estructura de

B-Tubulina DM Cristalogréafica (4150)
Ligando Score Ligando Score
EPB DM 9.7 D1 9.0
EPA DM 9.5 D2 8.6
D2 -8.7 D7 8.4
D3 -8.5 D4 83
D4 -8.5 TXL 8.2
TA1 -8.3 D8 81
TXL -8.3 D11 8
D6 -8.3 D9 8
D7 -8.3 D15 -8
D8 -8.2 D12 7.9
D9 -8.2 D13 7.9
D10 -8.2 D6 -7.8
D11 -8.1 D16 78
D12 -8 D14 7.7
o D13 8 D10 Ex
=3 D14 -7.9 EPB DM 7.6
g D15 7.9 D17 26
@ D16 -7.9 D22 76
D17 -7.8 TA1 75
D18 7.7 D24 75
D19 -7.6 D20 75
D20 -7.6 D21 75
D24 -7.5 EPA DM 7.4
D25 -7.5 D27 7.4
D26 -1.4 D28 74
D27 7.4 D31 7.4
D28 7.4 D29 7.4
D29 7.4 D19 73
D30 -7.3 D33 73
D31 -7.3 D34 7.2
D33 7.2 D30 71
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D34
D35
D36
D37
D38
D39
D40
D41
D42
D43
D44
D45
D46
D47
D48
D49

-7.1
-7.1
-7.1
-7.1

-6.8
-6.7
-6.7
-6.6
-6.6
-6.5
-6.3
-6.3
-6.2
-5.9
-5.6

D36
D32
D37
D26
D38
D39
D41
D40
D42
D43
D45
D44
D46
D47
D48
D49

8.2 Screening virtual

Una vez seleccionado el algoritmo de Docking y la estructura de

receptor, fue realizado el SV. En primer lugar, la estructura del receptor

seleccionada fue procesada con el programa ADT con el cual fueron

adicionadas las cargas tipo Gasteiger y tipo de &tomos compatibles con

el programa VINA utilizado para la realizacion del SV. Una vez

preparada la estructura de B-tubulina, se analizé el ligando nativo en el

sitio de asociacion de manera de establecer las dimensiones de la caja

donde ocurre la interaccion receptor-ligando. La creacion de la caja se

llevo a cabo considerando un tamario de puntos de grilla de 60 X 60 X
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60 en cada una de las tres coordenadas X, Y y Z, situandose centradas
en el sitio de union de EPB con un espaciado entre los puntos de 0.375
A (FIGURA 48). Esto garantizé un volumen suficientemente grande
como para acomodar ligandos de distintos tamarios, en la superficie del

receptor.

Elaboracidn propia

FIGURA 48. Representacion del sitio activo y la grilla considerado para la
realizacion del SV.

La realizacion del SV se llevd a cabo considerando la estrategia
mostrada en la FIGURA 49. En una primera parte fueron obtenidos los
ligandos de la base de datos ZINC. De esta base de datos fue utilizado

el paquete Drug-like que considera compuestos con masas molares entre
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150 a 500 g/mol, log P < 5, numero de donantes de enlaces de

hidrogenos <5 y un nimero de aceptores de hidrogenos < 10.

Database Drug-like obtenida )
~10 millones de compuestos

de ZINC
Screening Virtual ~7 millones de compuestos
Analisis estructural 100,000 compuestos

!

Inspeccion Visual de los
compuestos Hits

1

Ensayos de polimerizacion de
tubulina

100 compuestos

12 compuestos

Elaboracion propia

FIGURA 49. Diagrama de flujo de la estrategia Screening Virtual utilizado.

Con el fin de reducir el nimero inicial de compuestos, se filtraron segun
las siguientes propiedades; masa molecular entre 300-500 g/mol, logP
< 5, numero de enlaces rotables < 7, area superficial polar 70-150 Az,

numero de aceptores de hidrogenos < 5 y nimero de donantes de
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hidrogenos < 10. Con esto se redujo la base de datos de
aproximadamente 10,000,000 compuestos a 7,000,000. Ademas, se
decidio incluir compuestos de masa molar mayor a 500 g/mol debido a
que gran parte de los ligandos afines a B-tubulina que se asocian en el
denominado sitio del taxol poseen masa molar elevada. Para esto se
realizd una busqueda en la base de datos de ZINC obteniéndose una
libreria de 170,769 ligandos. Posteriormente los mas de 7,000,000 de
compuestos fueron preparados estableciendo las cargas tipo Gasteiger a
todos los ligandos. Una vez procesados los ligandos se ejecutd el SV,
obteniéndose la prediccion de las conformaciones de asociacion de cada
ligando. A continuacion, los resultados fueron analizados considerando
los scores entregados por VINA, seleccionandose los 100,000
compuestos de mayor afinidad por tubulina. Se realizd un analisis
estructural, clusterizando los ligandos seleccionados mediante
herramientas online de ChemMine tools[75], el cual permiti6 agrupar
los compuestos segun su similitud estructural. Fue asi como de los cien
cluster mas poblados y estructuralmente distintos se obtuvieron
compuestos representativos con los cuales se realizd una inspeccion

visual en el sitio de asociacion. Finalmente se seleccionaron 12 ligandos
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(FIGURA 50), los cuales presentan una gran afinidad por la B-tubulina
teniendo energias de asociacion entre -11.2 kcal/mol y -8.6 kcal/mol,
mostrados en la TABLA 6. Cabe destacar que, aunque algunos de los
compuestos analizados presentaron energias de asociacion mas altas que
el ligando natural EPA (energias menores a -10.8 kcal/mol). No
obstante, en la seleccion de compuestos se priorizaron aquellos
estructuralmente distintos a los ya reconocidos como compuestos

estabilizantes de tubulina.

TABLA 7. Score (kcal/mol) obtenido por VINA de los 12 ligandos seleccionados.

Ligando Score (kcal/mol)
L1 -8.6
L2 -10.4
L3 -11.1
L4 -10.2
L5 -9.6
L6 -9.5
L7 -10.3
L8 -10.6
L9 -11.2

L10 -9.3
L11 -10.8
L12 -9.4

Elaboracion propia
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Elaboracién propia

FIGURA 50. Resultados de SV de los 12 compuestos seleccionados.

8.3 Compuestos hits

Para confirmar el modo de asociacion y analizar los detalles, fueron
realizadas simulaciones de DM de los compuestos hits seleccionados
que se muestran en la FIGURA 51. Estas simulaciones se realizaron
considerando solvente explicito, el dimero de tubulina y las mismas
condiciones que las realizadas para los sistemas epotilona-tubulina

expuestos anteriormente.
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Elaboracion propia

FIGURA 51. Compuestos Hits seleccionados del Screening Virtual.

Los resultados indican que cada uno de los compuestos mantiene una
interaccion estable en el sitio de asociacion a lo largo de la DM
(FIGURA 52). El anillo tetrazol de L1 interacciona con el residuo de
Arg278 y mantiene interacciones hidrofobicas con las leucinas del sitio
activo. En el complejo de L2, los residuos de Arg278 y Arg369

interacciona con los grupos CO del macrociclo y OH del ligando. El
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compuesto L3 presenta un enlace hidrégeno con el residuo de Thr276
de la proteina, al igual que el compuesto L4 que interacciona con dicho
residuo y con Lys29. En el caso del complejo del compuesto L5 se
observaron enlaces hidrogeno entre el residuo de His229 y Thr276 con
el anillo del piperazina y con el grupo CO de otro de los anillos del
ligando. El Ligando L6 interacciona con el residuo de Arg278, L7, L8
y L9 con el residuo de GIn281, ademas de los residuos de His229 con
L8 y Thr276 con L9y las leucinas Leu217, Leu219, Leu275y Leu371
que constituyen la zona de interaccion hidrofobica de la proteina. Por
ultimo, se observo en los complejos de los ligandos L10, L11 y L12
enlaces hidrdgeno entre el anillo de pirazina de L10, del grupo CO de
L11y NH de L12 con el residuo de Thr276. Por su parte el ligando L11
también presenta un enlace hidrégeno con Arg284 y L12 con Arg278.
En general fue observado que los ligandos seleccionados del SV
presentan algunas de las interacciones consideradas como relevantes en
la interaccion de las epotilonas con tubulina. Estos compuestos fueron
sometidos a ensayos de polimerizacion de tubulina utilizando el kit de
ensayo de polimerizacion de tubulina por fluorescencia, siguiendo el

protocolo descrito en la seccion de métodos y metodologia.
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FIGURA 52. Detalles de la interaccion ligando-tubulina de los compuestos
seleccionados del Screening Virtual, obtenidas mediante simulaciones de dindmica
molecular.
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8.4 Ensayos de polimerizacion de tubulina

Fueron realizados ensayos de polimerizacion de tubulina in vitro de los
12 compuestos hits seleccionados del SV siguiendo el procedimiento
descrito en bibliografia (BKO11P, Cytoskeleton, Inc) y detallado en el
apartado Metodologia y Metodos 4.3.1. Los compuestos hits fueron
testeados a una concentracion final de 3 uM. En resumen, la tubulina
fue disuelta en el buffer 1 hasta una concentracion de 10 mg/mL. A
continuacion, se preparé la mezcla de reaccién de tubulina con 85 L
de la proteina, hasta una concentracion final de tubulina 2 mg/mL y fue
mantenida en hielo. Luego, 5 pL de los compuestos hits y de Taxol
(utilizado como control positivo de promotor de polimerizacion de
tubulina) se adicionaron a la placa de 96 pocillos. Es asi como la
polimerizacion de la tubulina fue iniciada pipeteando 50 pL de la mezcla
de reaccién de tubulina anteriormente mencionada en los pocillos con
los ligandos a testear y monitoreada midiendo el cambio de
fluorescencia. Tal como se muestra en la FIGURA 53, la intensidad de
la fluorescencia en el conjunto de compuestos testeados aumenta a

medida que avanza la reaccion de polimerizacion de tubulina. Los
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resultados indicaron que tres de los doce compuestos presentan
caracteristicas polimerizante de tubulina, ya que, si bien estos
compuestos hits no igualan la capacidad del Taxol que es un reconocido
agente polimerizante, su capacidad promotora es notoria. Las
propiedades fisicoquimicas de los ligandos activos se muestran en la
FIGURA 54, los que podrian ser el punto de partida en el disefio de
nuevos compuestos polimerizantes de tubulina que siguen el mecanismo

de asociacion de las epotilona.
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FIGURA 53. Efecto de los compuestos seleccionados del SV y de un reconocido
agente polimerizante (Taxol) en la polimerizacion de tubulina, determinados por
ensayos de polimerizacion de tubulina in vitro. La tubulina fue incubada con los
doce compuestos hits (5 uM) y Taxol (5 uM), respectivamente. La fluorescencia
(Ex:360 nm, Em:420 nm) fue monitoreada cada 1 minuto por 60 minutos.
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FIGURA 54. Compuestos seleccionados de los resultados de los ensayos de
polimerizacion de tubulina, donde se muestran algunas de sus propiedades
fisicoquimicas, donde NDH corresponde a el nimero de donantes de hidrogeno,
NAH a el nimero de aceptores de hidrégeno y PSA (Polar Surface Area)
corresponde a el Area de superficie polar. Estos compuestos corresponden a
promotores de polimerizacion de tubulina.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se utilizd una sucesion de técnicas bioinformaticas para
estudiar el modo de asociacion de epotilonas nativas, con el fin de contar
con un modelo vélido para la busqueda de nuevos compuestos activos.
Los resultados mostraron la correlacion del modelo obtenido por DM
con la informacion experimental mas reciente que existe para los
sistemas epotilona-tubulina, el que permitio realizar la busqueda con
resultados positivos de ligandos afines a B-tubulina. Del trabajo

realizado se llegd a las siguientes conclusiones:

Algunas regiones de la estructura de las epotilonas se encuentran
restringidas conformacionalmente por efectos de la asociacion.
Debido a que se producen cambios conformacionales en las
epotilonas en complejo con tubulina en comparacion a las epotilonas
libres, confirmandose que las epotilonas son moléculas altamente
flexibles en solucion y su libertad conformacional se ve

drasticamente afectada en el complejo.
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Existen conformaciones comunes entre epotilonas activas libres y
en asociacién a tubulina. Las epotilonas activas son capaces de
someterse a una preorganizacion conformacional adecuado cuando
estan en el estado libre, correspondiente a la conformacion bioactiva

que las epotilonas inactivas son incapaces de adquirir.

En cuanto a la asociacion de epotilonas a tubulina, los residuos
claves para la interaccion de los sistemas estudiados corresponden a
Leu217, Leu219, Leu230, Leu233, Leu272, Leu275 y Leu371,
Asp226, His229, Pro274, Thr276 y GIn281. Ademas, existen
algunas interacciones importantes para la estabilizacion del sitio
activo de la tubulina, como los puentes salinos entre los residuos
Glu290 y Arg284 ambos correspondientes al M-loop y entre Asp297
y Lys299 de la hélice H9. Por su parte, los ligandos ocupan regiones
similares en el sitio de asociacion a lo reportado experimentalmente,
pero exploran la cavidad de una manera unica y cualitativamente

diferente. Algunas modificaciones en la estructura de las epotilonas
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generan efectos negativos en la asociacion, como por ejemplo la
epimerizacién en C15 desde C15S a C15R donde la cadena lateral
que se encuentra originalmente en el plano del anillo de la epotilona
se posiciona perpendicular al anillo, afectando la interaccion

ligando-receptor.

La tubulina presenta cambios conformacionales y rearreglos debido
a la asociacion, en la region de interface y en particular en el M-
loop. Dicho M-loop es capaz de desplazarse por efectos de la
asociaciéon, mejorando asi la asociacion epotilona-tubulina. Esto
debido al establecimiento de un puente salino entre los residuos
Arg284 y Glu290 presente en la mayoria de los complejos con los

derivados de la epotilonas y no en la tubulina libre.

Los resultados del analisis de distintas mutaciones en B-tubulina
indicaron que la presencia de estas podria relacionado con la
resistencia a los farmacos, ya que se observé un efecto negativo de
las mutaciones en la asociacion de tubulina con epotilona B. La

tubulina experimenta grandes desplazamientos en comparacion a
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tubulina nativa como consecuencia de las mutaciones en especial en
regiones que estan implicadas en la efectiva asociacién del ligando
y en el ensamblaje de los microtabulos. Ademas, el M-loop sufre
una reorganizacion conformacional al asociarse a la epotilona B y
en los complejos con las distintas mutante, afectando tanto a la

asociacion del ligando y la correcta estabilizacion del M-loop.

Fue realizado un Screening Virtual basado en la estructura del
receptor, en este caso utilizando la estructura de B-tubulina obtenida
de las simulaciones de DM. Los resultados indicaron que de la
libraria utilizada en el Screening existen compuestos que presentan
una gran afinidad por la B-tubulina teniendo energias de asociacion
entre los -11.2 kcal/mol hasta los -8.6 kcal/mol. Experimentalmente
tres de ellos resultaron ser agentes polimerizantes de tubulina. Estos
ligandos presentan algunas de las interacciones claves para la
asociacion de las epotilonas y por lo tanto representan nuevos
compuestos que siguen el modo de asociacion de epotilona-tubulina

y que podrian ser utilizados en el desarrollo farmacos.
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En resumen, fueron utilizadas simulaciones de dinamica molecular
para examinar la asociacion epotilona-tubulina de una serie de 20
derivados, las cuales mostraron que son moléculas altamente
flexibles y pueden adoptar conformaciones de tal manera de
maximizar la interaccion con el receptor. El sistema epotilona-
tubulina es susceptible al efecto de cambios en la estructura de la
epotilona y mutaciones de B-tubulina, los que afectan directamente
a la asociacion entre en ligando-receptor y a la region interdimero
en el caso de las mutaciones. La estructura del modelo de epotilona
B-tubulina obtenido por dinamica molecular fue utilizado como
punto de partida para la busqueda de nuevos compuestos afines a
tubulina. Producto de esto se obtuvieron tres compuestos que
presentan actividad polimerizante de tubulina y comparten el

mecanismo de accion de epotilonas.
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ADMET
AMBER

CHARMM
DM

EP

EPA

EPB

FEP

GA

GAFF
GDP

GTP

MM
MM/PBSA
MM/GBSA
MSA

MT
NAMD
NPT
NVE
NVT
PME
PDB
PDBQT

ABREVIACIONES Y ACRONIMOS

Absorcidn, Distribucién, Metabolismo, Eliminacion y

Toxicidad Assisted Model Building with Energy Refinement.

Construccion asistida de modelos con refinamiento energético

Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics
Dinamica molecular

Epotilona

Epotilona A

Epotilona B

Free Energy Perturbation

Genetic algorithm. Algoritmo genético

General Amber Force Field

Guanosine DiPhosphate. Guanosin difosfato
Guanosine TriPhosphate. Guanosin trifosfato
Molecular mechanics. Mecéanica molecular

Molecular Mechanics Poisson-Boltzmann Surface Area
Molecular Mechanics Generalized-Born Surface Area
Microtubule Stabilizing Agents. Agentes estabilizantes de
microtibulos

Microtubulos

NAnoscale Molecular Dynamics

Colectivo isotermo-isobérico

Colectivo microcanonico

Colectivo candnico

Particle-Mesh Ewald

Protein Data Bank. Banco de datos de proteinas

Protein Data Bank, Partial Charge (Q), and Atom Type (T)

149



Pipes Acido piperazin-N,N’-bis (4cido 2-etanosulfonico)

PSF Protein Structure File

QM Quantum mechanics. Mecanica Cuantica

RESP Restrained ElectroStatic Potencial

RMSD Root Mean Square Deviation. Desviacion de la raiz cuadratica
media

RMSF Root Mean Square Fluctuations. Fluctuaciones de la raiz

cuadratica media

RMN Resonancia Magnética Nuclear

SV Screening Virtual

TIP3P Transferable Intermolecular Potentials with Three Point
charges.

TTL Tubulin Tyrosine Ligase. Tirosina Tubulina Ligasa (Enzima)

vdw van der Waals

VMD Visual Molecular Dynamics
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ANEXO

FIGURA A1. Célculos de RMSD (A) obtenidos de las simulaciones de dindmica molecular
de produccion de 20 ns de los complejos epotilona—tubulina para el esqueleto de (a) la
proteina y (b) el ligando.
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ANEXO

FIGURA A2. Distribuciéon de angulos diedros para la epotilona A libre en solucion
obtenidos de las simulaciones de dinamica de produccion de 20ns en solucion acuosa. Los
angulos diedros son reportados en grados.
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ANEXO

FIGURA A3. Distribucion de angulos diedros para la epotilona B libre en solucion
obtenidos de las simulaciones de dinamica de produccion de 20ns en solucion acuosa. Los
angulos diedros son reportados en grados.
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ANEXO

FIGURA A4. Distribucion de angulos diedros para la epotilona 3 libre en solucion
obtenidos de las simulaciones de dinamica de produccion de 20ns en solucion acuosa. Los
angulos diedros son reportados en grados.
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ANEXO

FIGURA A5. Distribucion de angulos diedros para la epotilona 4 libre en solucién
obtenidos de las simulaciones de dinamica de produccion de 20ns en solucion acuosa. Los
angulos diedros son reportados en grados.
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ANEXO

FIGURA A6. Distribucion de angulos diedros para la epotilona 5 libre en solucion
obtenidos de las simulaciones de dindmica de produccion de 20ns en solucion acuosa. Los
angulos diedros son reportados en grados.
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ANEXO

FIGURA A7. Distribucion de angulos diedros para la epotilona 6 libre en solucién
obtenidos de las simulaciones de dinamica de produccion de 20ns en solucién acuosa. Los
angulos diedros son reportados en grados.
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ANEXO

FIGURA A8. Distribucion de angulos diedros para la epotilona 7 libre en solucién
obtenidos de las simulaciones de dinamica de produccion de 20ns en solucion acuosa. Los
angulos diedros son reportados en grados.
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ANEXO

FIGURA A9. Distribucion de angulos diedros para la epotilona 8 libre en solucién
obtenidos de las simulaciones de dinamica de produccion de 20ns en solucion acuosa. Los
angulos diedros son reportados en grados.
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ANEXO

FIGURA A10. Distribucion de angulos diedros para la epotilona 9 libre en solucién
obtenidos de las simulaciones de dinamica de produccion de 20ns en solucion acuosa. Los
angulos diedros son reportados en grados.
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ANEXO

FIGURA All. Distribucién de angulos diedros para la epotilona 10 libre en solucion
obtenidos de las simulaciones de dinamica de produccion de 20ns en solucion acuosa. Los
angulos diedros son reportados en grados.
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ANEXO

FIGURA A12. Distribuciéon de angulos diedros para la epotilona 11 libre en solucion
obtenidos de las simulaciones de dinamica de produccion de 20ns en solucion acuosa. Los
angulos diedros son reportados en grados.
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ANEXO

FIGURA A13. Distribuciéon de angulos diedros para la epotilona 12 libre en solucién
obtenidos de las simulaciones de dinamica de produccion de 20ns en solucién acuosa. Los
angulos diedros son reportados en grados.
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ANEXO

FIGURA A14. Distribuciéon de angulos diedros para la epotilona 13 libre en solucién
obtenidos de las simulaciones de dinamica de produccion de 20ns en solucién acuosa. Los
angulos diedros son reportados en grados.
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ANEXO

FIGURA A15. Distribuciéon de angulos diedros para la epotilona 14 libre en solucién
obtenidos de las simulaciones de dinamica de produccion de 20ns en solucion acuosa. Los
angulos diedros son reportados en grados.
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ANEXO

FIGURA A16. Distribucion de angulos diedros para la epotilona 15 libre en solucién
obtenidos de las simulaciones de dinamica de produccion de 20ns en solucion acuosa. Los
angulos diedros son reportados en grados.

a0 1000 a0 1000 a0 1000 a0 1000
T 50 T =u} T 60 T 50

g0 1000 g0 1000 g0 1000
T 50 1 T =u} 0 1 T 50

a0 1000
T GO

175



ANEXO

FIGURA A17. Distribuciéon de angulos diedros para la epotilona 16 libre en solucién
obtenidos de las simulaciones de dinamica de produccion de 20ns en solucion acuosa. Los
angulos diedros son reportados en grados.
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ANEXO

FIGURA A18. Distribuciéon de angulos diedros para la epotilona 17 libre en solucién
obtenidos de las simulaciones de dinamica de produccion de 20ns en solucion acuosa. Los
angulos diedros son reportados en grados.
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ANEXO

FIGURA A19. Distribucién de angulos diedros para la epotilona 18 libre en solucion
obtenidos de las simulaciones de dinamica de produccion de 20ns en solucion acuosa. Los
angulos diedros son reportados en grados.
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ANEXO

FIGURA A20. Distribuciéon de angulos diedros para la epotilona 19 libre en solucién
obtenidos de las simulaciones de dinamica de produccion de 20ns en solucién acuosa. Los
angulos diedros son reportados en grados.
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ANEXO

FIGURA A21. Distribucién de angulos diedros para la epotilona 20 libre en solucién
obtenidos de las simulaciones de dinamica de produccién de 20ns en solucién acuosa. Los
angulos diedros son reportados en grados.
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