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Epigenética y modulacion quimica de la transcripcion génica

con productos naturales

Angel Rodriguez de Lera

Resumen: La Epigenética se ocupa de los cambios en la expresion de los genes que se deben a las modificaciones de la cromatina y no a
las alteraciones en la secuencia de bases del genoma. Las proteinas y enzimas relacionadas con la epigenética son dianas valiosas para el
tratamiento de diversas enfermedades, tales como el cancer, los desérdenes neurologicos y las enfermedades metabélicas. La modulacion de
la actividad de estas enzimas con ligandos de bajo peso molecular, entre ellos los productos naturales, es un primer paso necesario para el

desarrollo de epi-farmacos y su uso en terapia.
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Abstract: Epigenetics refers to changes in gene expresion that are due to chromatin modifications withouth changing the genome base
sequence. Epigenetics-related proteins and enzymes are valuable targets for the treatment of various diseases, including cancer, neurological
disorders and metabolic diseases. The modulation of their activity with small-molecule ligands, among them natural products, is the first
required step towards the development of epi-drugs and their use in therapy.
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1. INTRODUCCION

|_a Genética es la parte de la Biologia que se ocupa, de for-
ma general, del estudio de los genes y de los mecanismos
que regulan la transmision de los caracteres hereditarios. A
nivel molecular, la Genémica aborda la comprension del ge-
noma o secuencia de bases en el ADN de los organismos y
su influencia en el fenotipo biolégico."! La susceptibilidad
humana a ciertas enfermedades se atribuye a mutaciones en
uno o varios genes. Las mutaciones de la secuencia de bases
del genoma mejor estudiadas son las debidas a procesos de
desaminacion, a las fotolesiones de la radiacion ultraviole-
ta, a la radiactividad y a las oxidaciones por especies reactiva
de oxigeno generadas por la mitocondria, que producen a
menudo danos irreversibles en la informacion génica de los
organismos. Afortunadamente, estos han desarrollado un so-
fisticado mecanismo de proteccion de la integridad del geno-
ma en el que participan enzimas de reparacion y otras protei-
nas, las cuales se activan al detectar errores en la secuencia de
bases. Precisamente, el Premio Nobel de Quimica en 2015 se
concedio a tres investigadores que descubrieron funcionesy
mecanismos de accion de alguna de las enzimas reparadoras
del ADN: Tomas Lindahl (Francis Crick Institute and Clare
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Hall Laboratory, Reino Unido; reparaciéon por excision de
bases), Paul Modrich (Duke University School of Medicine,
EEUU; reparacion por apareamiento incorrecto o mismatch)
y Aziz Sancar (North Carolina University School of Medici-
ne, EEUU; reparacion de lesiones quimicamente complejas,
como la dimerizacion fotoquimica de timinas adyacentes que
generan ciclobutanos).™?!

Para comprender nuestra propia herencia y la transmi-
sion de los caracteres hereditarios entre generaciones es ne-
cesario asumir que el genoma es algo mas complejo que la
sucesion estatica de combinaciones de las cuatro letras (A,
T, Cy G) que representan los nucleétidos del ADN. Si pen-
samos que los seres humanos adultos tenemos mas de 200
tipos de células diferentes que comparten una secuencia de
genes casi idéntica, hay que concluir necesariamente que la
secuencia, por si misma, no puede determinar el destino de
dichas células en el proceso de desarrollo embrionario, ni
tampoco definir y representar de manera adecuada el esta-
do de cada una de ellas en un momento dado. Tiene que
existir una estrategia de diferenciacion celular que debe es-
tar basada en la lectura apropiada de la informacién conte-
nida en los genes por medio de los factores de transcripcion
o transcripciéon génica. Es en este nivel donde aparece esa
nueva “superestructura dindmica” sobre la secuencia de ba-
ses que hoy conocemos como epigenoma.

El término Epigenética (etimolégicamente, el prefijo
epi deriva del griego y significa “en” o “sobre”) fué propues-
to en 1942 por Conrad Waddington para representar la
“Rama de la Biologia que estudia las interacciones entre
los genes y sus productos que dan lugar al fenotipo” y asi
poder explicar las alteraciones de genes debidas al entorno
que se producen en los organismos. Mediante estos pro-
cesos epigenéticos, que también son heredables, nuestras
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propias experiencias y el contacto con el entorno pueden
determinar la herencia biolégica hasta extremos insospe-
chados, pudiendo llegar a inducir fenotipos diferentes
para organismos en contacto con ambientes distintos. Las
variaciones epigenéticas explicarian, por ejemplo, las dis-
cordancias entre gemelos idénticos monocigéticos que,
teniendo el mismo ADN, pueden ser diferentes e incluso
desarrollar enfermedades distintas.

La Epigenética contribuye a controlar y determinar la
expresion de los genes a través de modificaciones en una
estructura de orden superior denominada cromatina, que
es la organizacion intrinseca del genoma de todas las es-
pecies. Piénsese que si uniésemos los 23 cromosomas para
conseguir una unica copia de los tres mil millones de pares
de bases del genoma humano y los extendiésemos, cada se-
cuencia combinada alcanzaria una longitud mayor de dos
metros. Sin embargo, esa cadena debe empaquetarse en el
interior del nucleo de la célula, que tiene un diametro me-
dio inferior a 10 micras.® Para mantener ese grado de em-
paquetamiento y permitir, al mismo tiempo, el acceso de la
maquinaria enzimatica responsable de la transcripcion de
los genes, todos los organismos (desde las levaduras mas
simples hasta los humanos), organizan sus genomas en
una compleja estructura polimérica denominada cromati-
na. En ella, un nucleo central (core) de proteinas conocidas
como histonas (dos de cada clase, las llamadas H2A, H2B,
H3 y H4) sirve de molde alrededor del cual se dispone el
ADN describiendo una estructura de superhélice levogira
(Figura 1). Las unidades basicas del polimero de croma-

LN

nucleosom

tina son los nucleosomas,! que se repiten en el genoma
cada 160 a 240 pares de bases de ADN, y se encuentran
separados por una histona de conexion HI.

La Epigenética, en su acepcion actual, se ocupa de los
cambios en la actividad y la expresion de los genes que se
producen por la modificaciéon de la estructura de la cro-
matina sin alterar la secuencia del ADN.P! Como modifi-
caciones de la cromatina se incluyen su remodelacion, los
cambios covalentes en el ADN vy las histonas, y la accién
de los ARN pequenos no codificantes. Las modificaciones
epigenéticas llegan a ser las principales responsables del
acceso controlado de los factores de transcripcion, que son
clave en la expresion génica, a la estructura de la cromati-
na para permitir la induccién de la actividad transcripcio-
nal. Determinan, por tanto, si una secuencia especifica de
genes se expresa o, por el contrario, se silencia (en cuyo
caso el gen se dice amputado). Desde nuestra perspectiva
como quimicos, la Epigenética incluye cambios de natura-
leza covalente y reversible, tanto en el ADN™! como en las
histonas,'! que contribuyen de manera muy importante a
la diversidad celular por medio de la regulaciéon dinamica
de la expresion global de los genes. El nivel de regulacion
epigenética, por tanto, se debe a las modificaciones de la
cromatina y se produce con independencia de los cambios
en la secuencia de bases del genoma.!”

Estudios recientes han concluido que los mecanis-
mos epigenéticos pueden también contribuir a la heren-
cia transgeneracional,’® por lo que los efectos a los que
estuvieron expuestos nuestros padres y abuelos (ciertos

(P) Fosforilacion Dy Ubiquitinacion

& Acetilacion
@ Metilacion (Arg) @ Metilacion (Lis)

@ Metilacion (Lis, represiva)

Figura 1. Estructura de la cromatina, el nucleosoma y seleccién de marcas epigenéticas
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compuestos quimicos, restricciones dietarias, estrés y con-
diciones asociadas con la fertilizacién in vitro, por ejemplo)
pueden alterar nuestro fenotipo o el de nuestros hijos y
nietos. La reprogramacion epigenética es, como se indico,
reversible, diferente en cada tipo celular y sujeta a profun-
da reorganizacion durante el desarrollo. De hecho, esas
alteraciones del epigenoma se denominan “epimutacio-
nes”, de las que se distinguen dos tipos: a) primarias, con-
secuencia de la programaciéon epigenética (patrones de
metilacién de ADN e histonas) y, 4) secundarias, iniciadas
por un efecto genético que desencadena la alteracion de la
programacion epigenética normal y puede propagarse por
herencia genética, epigenética o una combinaciéon de am-
bas. Curiosamente, las epimutaciones pueden transmitirse
por la via paterna al estar asociadas a las escasas regiones
del genoma del esperma que permanece complejado con
el nucleosoma (1-3% en el ratén).!®

El Consorcio Internacional del Epigenoma Humano (IHEC;
http://ihec-epigenomes.org/) aspira a determinar los epi-
genomas de cada tipo de célula del cuerpo humano, estu-
diar los efectos de variabilidad genética especificos de cada
célula, asi como la influencia de los cambios que resultan del
envejecimiento y de factores ambientales como nutrientes y
determinados metabolitos. El Proyecto Roadmap Epigenomics
ha desentranado las huellas epigenémicas de una variada
coleccion de tejidos humanos y de células que se encuen-
tran experimentando transiciones cruciales en su desarrollo.
Correlacionando esos epigenomas con la correspondiente
informacion genética, los investigadores han proporciona-
do el pasado ano' a la comunidad cientifica informacién
de referencia de 127 tejidos y células. El mapa epigenomi-
co humano ha localizado, hasta el momento las modifica-
ciones covalentes en todos los tipos celulares importantes y
también en 58 enfermedades de etiologia compleja. Como
consecuencia, se dispone de una valiosa informacion sobre
la regulacion de la expresion génica en el cuerpo humano
por los elementos del epigenoma. El analisis de esos datos
permitira analizar la relacién entre células y tejidos y com-
prender como se establecen y controlan los programas de
expresion génica especificos de cada tipo celular.

Manolis Kellis (MIT, Boston), el lider del Proyecto Epi-
genoma Humano resume asi la trascendencia de esta aporta-
cion cientifica: “El Proyecto Genoma Humano nos dio el libro
de la vida que codifica a un ser humano. Todas nuestras célu-
las tienen una copia del mismo libro, pero cada una lee dis-
tintos capitulos, marca distintas paginas y subraya parrafos y
palabras diferentes. El Epigenoma Humano es esta coleccion
de marcas situadas en el genoma de cada tipo celular, que se
obtienen mediante las modificaciones quimicas del propio
ADN y su estructura de empaquetamiento a gran escala”. Los
resultados de este ambicioso proyecto, y las nuevas opciones
abiertas a la comunidad cientifica, son dificiles de calibrar
en el momento actual, aunque es razonable predecir que su
influencia superard a la que ha tenido la secuenciacion del
genoma (constituido por entre 22.500 y 25.000 genes) en el
Proyecto Genoma Humano completado hace 13 anos.

La Epigenética es una de las dreas de investigacion de
mayor dinamismo en la actualidad (Figura 2). Al tratarse
de alteraciones moleculares, la Quimica y los quimicos es-
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Figura 2. Estimacion de la relevancia de la Epigenética en las Ciencias de
la Vida, reflejada en la evolucién del nimero de articulos en PubMed que
contienen el término “epigenetic” en el titulo o en el resumen (abril 2016)

tan ya jugando un papel fundamental en este campo, tan-
to en la invencién de nuevas herramientas y conceptos,!'”!
como en la comprension mecanistica de los procesos y en
el desarrollo de nuevas opciones terapéuticas.!!!

Nuestro propio programa de investigacion en Epige-
nética esta orientado a la ultima de las aplicaciones, un
campo de investigacion por el que nos hemos interesado
debido a la confluencia de varios factores: 1) la terapia epi-
genética, al no afectar a la secuencia de bases, es de natu-
raleza no genotoxica, en principio es reversible y puede
ser empleada en combinacién con otras opciones terapéu-
ticas, 2) se han descrito desequilibrios, tanto en la metila-
cion del ADN como en las modificaciones de las histonas,
en diversas enfermedades,!'?! en las que ciertos programas
génicos de diferenciacion y crecimiento celulares se en-
cuentran silenciados epigenéticamente!” y, ¢) en el caso
del cancer, hay estudios que vinculan de forma causal las
alteraciones epigenéticas de la cromatina con la oncogéne-
sis y la progresiéon de tumores, por lo que los reguladores
de la cromatina constituyen dianas importantes!'*! para el
desarrollo de nuevos fairmacos contra el cancer.!"”

Desde el punto de vista de la Quimica Biolégica y la
Quimica Médica, la Epigenética es una disciplina fascinan-
te en sus vertientes funcional y mecanistica. En una clasi-
ficacion funcional, las alteraciones epigenéticas son incor-
poradas por una serie de enzimas denominados de forma
colectiva “escritores”, y esas modificaciones son reconoci-
das, a través de dominios de interaccion proteina-proteina
y proteina-acido nucleico, por los “lectores”; finalmente,
otra serie de enzimas, los “borradores” revierten la acciéon
de los primeros. Aunque las modificaciones covalentes me-
jor estudiadas son la acetilacion de residuos de lisina y la
metilacion de residuos de lisina y arginina en histonas, asi
como la metilacion del ADN, hay muchas otras (fosforila-
cion, crotonilacion, ADP-ribosilacion, SUMOilaciéon, etc.,
Figura 3) que conjuntamente conforman un complejo mo-
saico de cambios estructurales (se ha hablado de la existen-
cia de un “cédigo de histonas”) cuyas consecuencias biol6-
gicas permanecen, en su mayor parte, inexploradas.!® Por
otro lado, las modificaciones reversibles del ADN vy las his-
tonas de la cromatina se producen mediante mecanismos
enzimaticos que, en la mayoria de los casos, requieren de
la presencia de co-factores o coenzimas, lo que incrementa
la riqueza mecanistica de estos procesos.

Todos estas consideraciones han estimulado el inte-
rés de laboratorios académicos, centros de investigacion y
empresas farmacéuticas por el diseno y desarrollo de los
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Figura 3. Modificaciones post-traduccionales de las histonas. Me, metilacion; Bu, butirilacion; Ma, malonilacion; Fo, formilacion; Cit, citrunilacion; Og, O-(2-N-acetil)-glucosilacion; Ac, acetilacion;
Cr, crotonilacion; Succ, succinilacion; Ub, ubiquitilacion; Ph, fosforilacion; Ar, ADP-ribosilacion; Pro, propionilacion; Hib, 2-hidroxiisobutirilacion; Gl, glutarilacion; Sumo, SUMOilacion; OH, hidroxila-
cion. SUMO (small ubiquitin-like modifiers) y Ubiquitinas son pequefias proteinas (de unos 100 y 76 aminoacidos, respectivamente). Adaptado, con modificaciones."®!

denominados moduladores de enzimas epigenéticas o epi-
farmacos, moléculas pequenas que regulan la actividad
enzimatica y cuya estructura puede imitar a los sustratos,
los cofactores o los productos de reacciéon. De especial im-
portancia es el desarrollo de “sondas quimicas” (http://
www.chemicalprobes.org), pequenas moléculas que mo-
dulan con elevada selectividad y potencia las enzimas epi-
genéticas, lo que ha permitido profundizar en el estudio
de las actividades bioldgicas de estas proteinas.!'”’ Ademas,
hay un numeroso grupo de moduladores de epi-enzimas
de interés terapéutico que se encuentran en diversas fases
de ensayos clinicos y seis de ellos han sido aprobados por
la FDA para terapia de tumores del sistema hematopoyéti-
co (Figura 4), dos inhibidores de metiltransferasa de ADN
(DNMTSs) y cuatro inhibidores de desacetilasas de lisinas de
histonas (HDACs). Azacitidina (Vidaza®) y decitabina (Da-
cogen®) son inhibidores de las DNMT5 y se utilizan como
medicamentos desde los anos 2004 y 2006, respectivamen-
te, para el tratamiento del sindrome mielodisplastico. Vori-
nostat (SAHA, Zolinza®) y romidepsina (FK228, Istodax®)

RSEQ_
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son inhibidores de HDACs, y se utilizan en clinica desde
2006y 2009, respectivamente, para el tratamiento del linfo-
ma cutaneo de células T (CTCL). Belinostat (PDX-101, Be-
leodaq®) es también un inhibidor de HDACs que ha sido
aprobado por la FDA en 2014 para el tratamiento del lin-
foma de células T periféricas (PTCL). Panobinostat (LBH-
589, Farydaq®), otro inhibidor de HDACs, ha sido aproba-
do recientemente (2015) para el tratamiento de pacientes
con mieloma multiple. Ademads, chidamide (Epidaza®) es
un farmaco aprobado en China en 2015 para el tratamien-
to de enfermedades hematolégicas.

La descripcion que sigue utiliza ejemplos de nuestro
propio trabajo centrado en alguna de las enzimas que mo-
difican la cromatina, e incluye también reflexiones sobre
las ensenanzas"” de los productos de la Naturaleza en la
modulacién de la maquinaria enzimatica epigenéticay en
el descubrimiento de nuevas cabezas de serie contra el
cancer inspirados en la estructura de alguno de estos pro-
ductos naturales.'®! Precisamente, uno de los firmacos
epigenéticos es el producto natural romidepsina, aislado
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Figura 4. Farmacos que acttian sobre dianas epigenéticas

en 1994 de Chromobacterium violaceum."®' Su caracteristica
estructural mas llamativa es el esqueleto de depsipéptido

biciclico con un enlace disulfuro intramolecular.

Leccion 1: El pedigree de los productos naturales

La Epigenética no constituye una excepcion a la hora de
valorar la importancia que los productos naturales han
tenido a lo largo de la Historia en el desarrollo de farma-
cos. En la estadistica mas reciente, que abarca el periodo
1981-2014, de los 1211 farmacos aprobados, solo el 35%
son productos sintéticos, mientras el resto son productos
naturales (el 6%), derivados de los mismos (26%), sinté-
ticos miméticos (13%), asi como otras categorias inspi-
radas en las estructuras de productos naturales.”®” Este
aparente pedigree de los productos naturales podria estar
relacionado con el hecho de que los productos de la bio-

A

peyssonenino A

génesis se han seleccionado en la evolucién con el obje-
tivo de servir funciones biolégicas bien definidas (en la
mayor parte de los casos, desconocidas para nosotros)
en los organismos. Constituyen, por ello, una coleccién
de estructuras privilegiadas que coexisten con biomolé-
culas, tales como receptores, enzimas, acidos nucleicos,
etc., e interaccionan con ellas para ejercer determinadas
funciones en las células que son, con toda probabilidad,
diferentes de aquellas que los humanos pretendemos
optimizar.

Por todas esas razones, en el programa de descubri-
miento de moduladores de enzimas epigenéticas hemos
centrado nuestra atenciéon en la Naturaleza al seleccionar
estructuras de productos naturales como inspiracién. La
Figura 5 muestra la selecciéon de productos naturales pre-
viamente validados como moduladores epigenéticos. Se
trata de un grupo de compuestos aislados de la mayoria

acido anacardico (AA)

Br
.OH
0 H N| OH
/\\/S‘S/\/N

Br psammaplina A
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Figura 5. Estructuras de productos naturales previamente validados como moduladores de enzimas epigenéticas
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de los reinos de la vida (de especies de hongos, ciano-
bacterias, plantas, algas, esponjas) y generados por prac-
ticamente todas las rutas metabodlicas, desde alcaloides
a acidos grasos, pasando por policétidos, y péptidos no-
ribosomales, aunque la mayoria tiene origen biosintético
mixto. Cualquier otro grupo de seis moléculas naturales
seleccionadas al azar revelaria caracteristicas estructura-
les similares, que se resumen en dos: su diversidad y su
similitud a los farmacos.

Leccion 2: Diversidad y complejidad de los productos naturales

Colectivamente, los productos naturales se caracteri-
zan, en comparacion con quimiotecas combinatorias
o colecciones de compuestos obtenidos de catilogos
comerciales, por presentar una mayor complejidad y
rigidez estructural, reflejadas en el mayor numero de
estereocentros, atomos de oxigeno, y dadores y acep-
tores de enlaces de hidrégeno solvatados, asi como un
menor nimero de dtomos en anillos aromaticos. Ade-
mas, no presentan mayor porcentaje de incumplimien-
to de las reglas de Lipinski que los fairmacos de origen
sintético."

2. ESCRITORES DE MARCAS EPIGENETICAS

2.1.  Metiltransferasas de ADN

Las metiltransferasas de ADN (DNMTs)P! catalizan la me-
tilacion de la posicion C5 de la citosina en secuencias de
nucleétidos con regiones o islas CG, asi como la posicion N6
de la adenina®" en regiones asociadas a la histona H2AX (al
menos en células embrionarias de raton)®™™ usando como
cofactor el dador universal de grupos metilo, la S-adenosil-
metionina (SAM).®% La metilacién del ADN estd implicada

en el control de la expresion génica, la regulacion de la im-
pronta genémica/parental, la estabilizacion de la inactiva-
cion del cromosoma Xy el mantenimiento de la integridad
del genoma. También interviene en el desarrollo del sistema
inmunitario y en la reprogramacion celular, asi como en el
funcionamiento del cerebro y el comportamiento.” Se han
descrito dos familias de DNMT: a) DNMT1 es responsable
del mantenimiento del patréon de metilacion de ADN al
metilar las hebras en formacion; b) DNMT3A y DNMT3B
son responsables de la metilaciéon de novo del ADN (también
DNMT1 puede cumplir esta funcién, mientras DNMT3A/B
es capaz de metilar ADN hemimetilado); DNMT3L es un
coactivante que participa en comunicaciones cruzadas con
otros factores de modificacién de la cromatina.

El mecanismo de metilacién de citosina comienza con
la transferencia del grupo metilo de SAM a una enamina
intermedia formada por la adicién nucleéfila de un residuo
de cisteina del centro activo de la proteina a la posicion C6
de la citosina, asistida por la protonacién en N3 por un
acido glutamico, procesos no necesariamente simultaneos.
A continuacion, se produce la -eliminacién del interme-
dio 5-metil-6-Cys-S-5,6-dihidrocitosina.”®®! La transferencia
del grupo metilo parece ser la etapa limitante de la reac-
cién, y se produce a través de un estado de transicion que
se ha descrito como “poco compacto”, tal y como sugiere
la combinaciéon de efectos isotépicos cinéticos y estudios
computacionales./?!

Se ha demostrado que las células tumorales muestran,
a menudo, una hipometilacién global del genoma y una
hipermetilacién especifica del ADN en ciertas regiones
promotoras de genes; en particular, las regiones de los
genes supresores de tumores se encuentran, normal-
mente, hipometiladas, por lo que la hipermetilacién de
esas regiones se asocia a la represion de la transcripcion.
Los inhibidores de las enzimas DNMTs pueden, en prin-
cipio, reactivar los genes de los supresores de tumores si-
lenciados o los de reparacion del ADN, constituyendo por
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Esquema 1. Mecanismo de metilacion de citosina en C5 por metil transferasas de ADN (DNMT2), y estructura de N6-Me-adenina
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Esquema 2. Estructura propuesta y secuencia retrosintética de los peyssoneninos A y B, inhibidores de metiltransferasas de ADN (DNMT)

ello fairmacos antitumorales prometedores,'®! tal y como
lo demuestra el empleo de azacitidina y desoxiazacitidi-
na, los primeros fairmacos epigenéticos comercializados,
en el tratamiento del sindrome mielodispldstico.

Nuestra incorporacioén a este area de investigacion co-
menz6 con la publicaciéon de la actividad inhibidora de
DNMT mostrada por los peyssoneninos A y B, unos acidos
grasos poliinsaturados esterificados con una unidad de gli-
cerol que fueron aislados del alga roja Peyssonelia caulife-
ra en 2004.%% Obtenidos en cantidades insuficientes para
completar su elucidacion estructural, y sin otras evidencias
espectroscopicas que las confirmaran, sus estructuras se
asignaron a los isémeros E'y Z de la unidad de diinoenol
acetato. Al ser obtenidos en escasa cantidad, ni la geome-
tria del enolacetato ni la configuracién absoluta de estos
productos naturales pudieron ser determinadas de manera
inequivoca.

La sintesis de las estructuras propuestas para los peys-
soneninos presentaba como retos las construccion de las
unidades de dieno-1,4 y de diino-1,3, que se resolvieron
mediante una semihidrogenacion cis-selectiva del pre-
cursor diino-1,4 formado por sustitucién nucleéfila de
derivados propargilicos con alquinos promovida por Cu,
y mediante una reacciéon de acoplamiento cruzado de
Cadiot-Chodkiewicz co-catalizada por Pd y Cu, respectiva-
mente. Los métodos de formacion del diinoenol acetato
a partir de la cetona precursora condujeron a la mezcla
de los isomeros geométricos con moderada diastereose-

0

N

c
14 = “« OH
0

peyssonenino A

o= +4.3Hz

3 = 0
b-c=+12.2Hz

peyssonenino B
(estructura propuesta)

lectividad. La secuencia se completé con €xito para am-
bos enantiémeros derivados del glicerol (Esquema 2).27

La asignacion estructural de dichos isomeros se vi6 di-
ficultada por el escaso numero de senales en la region del
enolacetato, que impidi6 la aplicacién de técnicas basadas
en transferencia de polarizacion espin-espin mediante re-
lajacion cruzada (NOE). La determinacién de la magnitud
de las constantes de acoplamiento a larga distancia *C-'H,
que son mayores para el isémero E, permiti6 la asignacion
de las estructuras de los diinoenol acetato Ey Z. Aunque
los datos espectroscopicos del tultimo resultaron ser coin-
cidentes con los del producto natural peyssonenino A, los
del isémero E presentaron diferencias con aquellos publi-
cados para el peyssonenino B. La solucién a este rompe-
cabezas se bas6 en la observacion de la apariciéon de una
pequena banda en la traza de HPLC en cada intento de pu-
rificacion del peyssonenino A, y que correspondia al tiem-
po de retencion del peyssonenino B. El razonamiento me-
canistico condujo a proponer que el ultimo es, de hecho,
el isémero sn-2 que se forma a partir del sn-1,3 mediante
reordenamiento inducido por acido o base, una propiedad
intrinseca a los ésteres de glicerol (Esquema 3).*™ Ade-
mas, aunque la asignacion de las estereoestructuras de los
productos naturales aislados no fue posible, puesto que no
se llevaron a cabo estudios de determinacion de la configu-
racion absoluta (o la pureza enantiomérica), la intercon-
version de los derivados de glicerol en disoluciéon permite
aventurar que podrian ser racematos.

A

S Zls
s X
_n 0
OH

peyssonnenino B 0

(estructura corregida) OH
0
§ X OH

RS 0 _A~_OH

palmiteninona

Esquema 3. Estructura propuesta y corregida del peyssonenino B, inhibidores de metil transferasas de ADN (DNMTSs), y analogo derivado del acido palmitico
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De hecho, los cuatro estereoisomeros de los peysso-
neninos son inhibidores equipotentes, aunque con acti-
vidades moderadas, tal y como se dedujo de los ensayos
enzimaticos de inhibicion de DNMT1. Siguiendo las rutas
sintéticas exploradas para esta familia de compuestos, se
preparé también una pequena serie de andlogos®’ de en-
tre los que cabe destacar la palmiteninona (Esquema 3),
un derivado de acido palmitico, que se comporta como
inhibidor de DNMT1 y activante de la metiltransferasa de
novo DNMT3A. La actividad celular de este compuesto es
muy intrigante, puesto que resulto ser citotoxico en células
normales en comparaciéon con las células transformadas,
un perfil que podria tener aplicaciéon en enfermedades ba-
sadas en la hiperproliferacion de fibroblastos, tal como la
fibrogénesis.*"

Leccion 3: Trazabilidad bioldgica. Fuentes naturales de acceso
limitado

La Quimica Sintética permite, en principio, acceder a
cantidades suficientes de los productos que genera la
Naturaleza, lo que es especialmente importante cuan-
do se obtienen en cantidades minusculas, o cuando las
fuentes son perecederas, las especies estan en peligro,
y su recoleccion es dificil. Con esa fuente inagotable
de metabolitos sintéticos, los quimicos pueden confir-
mar/rectificar las estructuras propuestas y disponer de
los productos para su ensayo o evaluacion biolégica.

2.2. Acetiltransferasas de histonas

Las enzimas que transfieren grupos acetilo a residuos de
lisina de histonas o KATs®"! actiian de forma coordinada

0 0
f’w“%ﬁ Aty

con las enzimas que revierten esa modificacion epigenéti-
ca, denominadas histona desacetilasas o HDACs. La aceti-
lacion (a diferencia de la metilacion) debilita las interac-
ciones de los residuos de histona con los grupos fosfato
cargados negativamente del ADN en el nucleosoma, lo
que convierte a la heterocromatina compactada, que no se
transcribe, en una estructura menos compacta y mas rela-
jada denominada eucromatina, accesible a la maquinaria
transcripcional. 3!

Los KATs se agrupan en siete familias®* siendo las mas
conocidas las denominadas Gen/PCAF, MYST y p300/CBP.
321 Aunque todas esas enzimas requiren acetil-CoA como
cofactor, el mecanismo detallado de transferencia de gru-
pos acetilo a los residuos de lisina (se ha propuesto la for-
macién de un complejo ternario, un proceso “ping-pong”
y un mecanismo “hit and run”) ¥ %I podria diferir para las
isoformas de las KAT (Esquema 4).

Las alteraciones en la actividad enzimadtica de trans-
ferencia de grupos acetilo se han asociado a la suscep-
tibilidad a diversas enfermedades, incluyendo el cancer,
la enfermedad de Huntington, desérdenes inflamatorios,
la diabetes y el SIDA.® La correccién del balance entre
la acetilacion y la desacetilaciéon usando moléculas peque-
nas que actian de moduladores podria conducir a proce-
sos de crecimiento y diferenciacién celulares normales. !

De entre los moduladores naturales de las KATs, se
caracterizé el dcido 6-pentadecilsalicilico (acido ana-
cardico, AA), componente principal del aceite de los
anacardos (Esquema 5), como un inhibidor no-compe-
titivo y poco potente de las isoformas p300 y PCAF,P
asi como de pGenb de Plasmodium falciparum.*®! Ciertas
amidas derivadas del dcido anacardico, en particular
CTPB  (N-4-cloro-3-trifluorometilfenil )-2-etoxi-6-penta-
decilbenzamida, Esquema 5), son potentes activantes de
p300/CBP. 1337

[30a]
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Esquema 4. Un posible mecanismo de acetilacion de lisina por la enzima KAT tGen5. Se muestra la estructura del cofactor acetil-CoA
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4cido anacérdico Suzuki

CTPB Suzuki

R =CgHy7
R =CioHy

/\0 0 /©/CN

R = (CHy)4CH,0H

R = (E)-(CH=CH)-(CHp)3CH0H

Esquema 5. Estructuras del acido anacardico y derivados de CTBP

Basados en esos precedentes, hemos preparado otras
benzamidas con cadenas saturadas de menor longitud,
incorporadas mediante el empleo de la reaccion de Su-
zuki-Miyaura entre triflatos arilicos y derivados de boro
con grupos saturados e insaturados, que se caracterizaron
como inhibidores de p300 de similar potencia al producto
natural (Esquema 5).%¥ La incorporacién de otros grupos
de naturaleza polar y/o insaturada a la posicion C6 para
mejorar la permeabilidad condujo a una mayor activaciéon
de las enzimas KAT, que alcanzé un 30% para CBP y un
200% para PCAF.*!

Leccion 4: ;Complementos nutricionales epigenéticos?

Dado que la Epigenética refleja cambios en la expre-
sion de los genes independientes de la secuencia, hay
un componente en esos cambios que estd asociado a la
nutricién; en particular, los alimentos contienen senales
quimicas que pueden inducir cambios fenotipicos. Ade-
mas del acido anacardico, se han descrito actividades
epigenéticas para algunos productos naturales que se
ingieren en la dieta, tales como la curcumina (colorante
extraido de Curcuma longa), ciertos flavonoides de diver-
sos vegetales, el valproato sodico, el resveratrol (extraido
de la uva), etc. ¢Hasta donde somos lo que comemos (y
bebemos)?

2.3. Metiltransferas de histonas

La metilacion de residuos de lisina de las histonas juega un
papel epigenético fundamental en la organizacién de los
dominios de la cromatina y en la regulacion de la expre-
sion génica. Esta marca epigenética no altera la carga total
de las histonas, aunque incrementa su basicidad e hidro-
fobicidad, reduciendo a su vez la afinidad que presentan
por moléculas aniénicas tales como el ADN. La metilacién
de las histonas en la cromatina esta asociada a la expre-
sién génica!y, ademds, su consecuencia o interpretacién
depende de la posiciéon que ocupan las correspondientes
lisinas (y/o argininas) en las histonas: la metilacion de
H3K9, H3K27 y H4K20 esta asociada al silenciado trans-
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cripcional y a la represion génica, mientras que la misma
modificaciéon en H3K4, H3K36 y H3K79 se correlaciona
con la activacién transcripcional, y Ia metilacién de H3K9
y H4K20, por su parte, interviene en la inactivacion del
cromosoma X."! La mayor parte de las HMTasas contiene
un dominio denominado SET (supressor of variegation 3-9,
enhancer of zeste, thritorax).

Como muestra de la comunicaciéon cruzada entre las
diversas modificaciones covalentes de la cromatina, que en
ocasiones son mutuamente excluyentes, baste senalar que
la pérdida de la acetilacion en H4K16 y la trimetilaciéon en
H4K20 es una etiqueta distintiva del cancer humano.!"?
Ademas, la lisina metil transferasa EZH2 es uno de los
componentes del complejo represivo polycomb 2 (PRC2) 43!
y su inhibicién libera la marca de inactivacién transcrip-
cional H3K9me3, lo que parece contribuir a la induccién
de la apoptosis.'*l Por todo ello, el descubrimiento y ca-
racterizaciéon de inhibidores selectivos de alguno de los
miembros de esta clase de transferasas de grupos metilo
es un primer paso para el desarrollo de nuevos fairmacos
y, de hecho, alguno de ellos se encuentra ya en estudios
avanzados en fases clinicas.! !

Mecanisticamente, los mas de 100 miembros de la fa-
milia de histona lisina metiltransferasas (HMTasas), uti-
lizan un proceso tipo S 2 para transferir el grupo metilo
del cofactor AdoMet a un grupo amino terminal parcial-
mente desprotonado de la lisina, liberando S-adenosil-
homocisteina (SAH, AdoHCy) (Esquema 6).!*% Estudios
computacionales recientes junto con efectos isotépicos
cinéticos experimentales apoyan un mecanismo tipo S 2
que implica la transferencia del grupo metilo de AdoMet
como etapa irreversible, a través de un estado de transi-
cioén en el que la partida del grupo saliente se ve retarda-
da (2.5 A) en comparacion con el ataque nuclesfilo que
define el enlace en formacién (2.1 A).1" Las HMTasas
difieren en la especificidad por el residuo de lisina y tam-
bién en la capacidad de inducir procesos de mono, di, o
trimetilacién en el grupo w-amino de la lisina."® Por su
parte, las metiltransferasas de arginina (proteina arginina
metil transferasas o PRMTs) pueden producir metilaciéon
en uno de los nitrégenos de la guanidina o en dos de ellos
de forma simétrica o no-simétrica, y su funcionamiento
desregulado se ha asociado al cancer.™
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Esquema 6. Mecanismo de metilacion por HMTs

En 2005 se identificé el producto natural (+)-chaetoci-
na A, aislado del hongo Chaetomium minutum, como inhi-
bidor de la enzima Su(var)3-9, un ortélogo en Drosophila
de la HMT Suv39h de mamiferos.'”! Con posterioridad, se
extendi6 su actividad inhibidora a una pequena serie de
HKMTs que contienen el dominio SET-SU(VAR)3-9, inclu-
yendo DIMb y G9a, que presentan potencial utilidad para
el tratamiento del mieloma.®"

La (+)-chaetocina A (Esquema 7) es una epiditiodi-
cetopiperazina dimérica y simétrica, que incluye un enla-
ce C3-C3” entre estereocentros cuaternarios, y surge bio-
genéticamente de la condensaciéon de los aminodcidos
triptéfano y serina seguido de procesos de oxidaciéon/
metilaciéon/formacion del puente disulfuro. Este com-
puesto se acumula en las células cancerosas por medio
de un proceso inhibido por la glutationa. Su actividad
en el interior de la célula parece deberse a la promocion
del estrés oxidativo, aunque es un inhibidor promiscuo
que se enlaza covalentemente a otras proteinas y parti-
cipa en vias de senalizacién asociadas a procesos red-ox
mediante sus enlaces disulfuro. Aunque se caracterizé
originalmente como un inhibidor competitivo del cofac-
tor SAM, (+)-chaetocina A puede actuar produciendo es-
pecies reactivas de oxigeno (ROS), empleando para ello
un proceso red-ox en el que el anillo de ditiodicetopipe-
razina se reduce en el medio celular y se reoxida poste-
riormente. %%

Nuestra propuesta retrosintética a la (+)-chaetocina A
planteaba postponer la formacion de la epiditiodicetopi-
perazina a la dimerizacion a partir de un esqueleto de

Www.rseq.org

hexahidropirrolo[2,3-b]indol funcionalizado en C3a.
La construccién de este motivo estructural se basé en el
tratamiento de ésteres de triptéfano protegidos en el N
como carbamatos con una fuente de bromo electréfilo
(Esquema 8). Cdlculos DFT confirmaron la selectividad
exo del proceso y sugirieron un mecanismo a través de un
intermedio azetidina formado al atrapar el carbocation
bencilico con el nitrégeno del enol carbamato del trip-
tofano, seguido de un doble reordenamiento concertado
(diotrépico tipo I)®*! del bromo y el sustituyente del ni-
tréogeno para obtener el 3- bromohexahidropirrolo[2 3-b]
indol final como isémero exo mayoritario.” De forma
simultdnea, Sodeoka®! completé la preparacién del pro-
ducto natural, y Movassaghi desarrollé un segunda sinte-
sis de (+)-chaetocina A.%!

A la vista de las dudas expresadas por algunos grupos
sobre la caracterizacion de la chaetocina A como un inhibi-
dor no especifico de KMTs,%?! fijamos nuestra atencién en la
preparacion de otras estructuras de hexahidropirrolo[2,3-
bl-indolil dicetopiperazinas (DKPs) diméricas.”” Las DKPs
homo y heterodiméricas (+)-WIN 64821 y (+)-WIN 64745
(Esquema 7) son alcaloides aislados en el ano 1993 de culti-
vos de Aspergillus sp. en Sterling Winthrop Pharmaceuticals.
Se caracterizaron como potentes antagonistas de la sustan-
cia P para los receptores humanos de neurocinina-1 y cole-
cistocinina B, dianas de potencial relevancia para el trata-
miento de la artritis, el asma o la enfermedad inflamatoria
intestinal.l*®]

La configuracion relativa del estereocentro en C11 de las
estructuras diméricas con respecto a los anillos de fusion es
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(+)-WIN 64821, R = Ph

(+)-WIN 64745, R = Pr

Esquema 7. Estructura de chaetocina A y otros alcaloides del grupo de las pirrolidinoindolina dicetopiperazinas, y secuencia retrosintética

endo, 1o que requirio la epimerizacion del producto cinético
exo-bromopirrolidinoindolina obtenido en la ciclaciéon con
NBS para generar el producto termodindmico endo. La di-
merizaciéon mediada por un complejo de Co(I) originé los
dos centros cuaternarios contiguos en C3/C3’, y la forma-
cién bidireccional de enlaces amida, desproteccion y forma-
ci6én de la DKP proporcioné (+)-WIN 64821 (Esquema 7).[%
Lo que tiene mayor interés sintético es que la misma estra-
tegia permite la preparacion del heterodimero C -no-simé-
trico (+)-WIN 64745 comenzando con el mismo intermedio,
dado que la velocidad de formacién del segundo enlace
peptidico es mas lenta, por lo que se pueden incorporar dos
aminodcidos diferentes de forma secuencial.[®”!

Esta ruta sintética se aplicé a otros productos naturales,
lo que requirié un redoblado esfuerzo sintético al tener
que corregir todas las estructuras originales ya que, sin ex-
cepcidn, resultaron estar erréneamente asignadas. % 6!

0CHs Br. 2. C0,CH3
g NBS, PPTS {3
NBOC s @:@usoc
N CHaCly, 25 °C N H
N 85% BOC
BOC

D-Trp

(+)-Asperdimina (Figura 6), aislada de extractos de
Aspergillus niger en 2004, es otro alcaloide dimérico del
mismo grupo que mostré actividad antiviral contra ciertos
virus (flavivirus y picornavirus) con un segmento de un
nucleotido o sitio de entrada interno ribosomal (IRES)
que guia la sintesis de proteinas dependiente del hués-
ped.® Tras sintetizar la estructura propuesta, asi como
otras correspondientes a varios diastereémeros, conclui-
mos que los estereocentros en las posiciones C2, C3 y
C11 debian presentar la configuracion opuesta, lo que
se confirmé6 al comparar los datos espectroscopicos de
los productos sintético y natural.'*®! De forma similar, se
sintetizaron varios estereoisomeros de la (+)-cristatumi-
na, aislada de extractos de cultivos de Eurotium cristatum
EN-220, un hongo endofitico del alga marina Sargassum
thunbergii, para finalmente corregir la configuracion de
los estereocentros en C2, C3 y C11.16%
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Esquema 8. Bromociclacion estereoselectiva de derivados de triptéfano a bromo-pirrolidinoindolinas y estructura de los intermedios clave en el mecanismo propuesto (B2PLYP-PCM
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En definitiva, la asignacion basada en datos espectros-
copicos de esta familia de productos naturales conduce a
menudo a errores. Aunque la configuracion del estereocen-
tro en C15 se confirma aplicando el andlisis degradativo de
amindcidos de Marfey, las correlaciones NOE (a menudo,
de intensidad débil) de H15 con otros espacialmente proxi-
mos son evidencias insuficiente para establecer la configura-
cion relativa en la posiciéon C11. Ademas, la asignacion de la
configuracion de los atomos de fusion C2-C3 de la pirrolidi-
noindolina no es posible en ausencia de datos de difracciéon
de rayos X o de la comparacién de las curvas de dicroismo
circular calculadas usando DFT y las experimentales. ¢4

Pueden prepararse también estructuras de DKP mo-
noméricas a partir del mismo intermedio bromopirroli-
dinoindolina derivado de Trp por condensacion con otro
aminodacido. La (-)-protubonina A y su derivado O-aceti-
lado (-)-protubonina B (Figura 6), han sido aislados re-
cientemente de cultivos del hongo Aspergillus sp. SF-5044
recogido en una muestra de sedimento en Corea."™ Tras
completar la sintesis de la estereostructura propuesta
para (-)-protubonina A, y detectar discrepancias entre las
senales de los espectros de RMN del producto sintético y
el natural, se llevo a cabo la sintesis de los diastereoisome-
ros en C2, C3 y Cl1, pudiendo confirmarse que los pro-
ductos naturales son los epimeros en C11 (Figura 6).1"!

Otra estructura incorrectamente asignada es la corres-
pondiente a la (+)-pestalazina B, un alcaloide DKP hete-
rodimérico aislado del hongo patégeno Pestalotiopsis theae
que contiene también dos unidades de triptéfano, una de
ellas formando una pirrolidinoindolina fusionada a la uni-
dad de DKP.'* En contraste con las restantes estructuras
diméricas, unidas a través del enlace C3-C3’, estos produc-
tos naturales muestran una conexion no simétrica (C3-N1’
para pestalazina B) entre la unidad de indolina y la de

0 H
N
S 0
191
HN ”\
N
NT?

H

(+)-cristatumina C, propuesta

(+)-cristatumina C, corregida

(+)-asperdimina, corregida

0 ( R =H, (-)-protubonina A, propuesta

indol (Figura 6). De nuevo, la estructura propuesta sinte-
tizada, confirmada por difracciéon de rayos X, presentaba
datos espectroscopicos que no coincidian con los descritos.
Finalmente, la estructura resultado del intercambio de las
unidades de fenilalanina y leucina de los anillos de DKP
resolvié las discrepancias espectroscopicas./®?!

Leccion 5: Prueba de identidad: estructuras que nunca existieron

La prueba definitiva de la estereoestructura de los pro-
ductos naturales es la comparaciéon con las muestras
auténticas preparadas por sintesis quimica. La sintesis
ha permitido corregir un gran niamero de estructuras
incorrectamente propuestas, incluso empleando datos
de difraccion de rayos X.[07

3. BORRADORES DE MARCAS EPIGENETICAS

3.1. Desacetilasas de histonas

La siguiente familia de enzimas epigenéticas, las desacetila-
sas de histonas o HDACs, ™ pertenece a los “borradores”,
y tiene como misién el hidrolizar el grupo acetilo incorpo-
rado en las histonas de la cromatina (y en otras proteinas
celulares) por la accién de las acetiltransferasas (KATs). %"
La familia de las desacetilasas de histonas esta formada por
18 miembros agrupados en dos subfamilias: la dependiente
de Zn* o HDAC clasica (HDACs1-11) y la dependiente de
NAD"* o sirtuina (SIRT1-7). Las metaloproteinas, a su vez,
se clasifican en tres clases: a) Clase I (HDAC1-3 y 8), que
en humanos se expresa en la mayoria de las lineas celulares
y se localiza fundamentalmente en el nucleo; b) Clase II

RO
n N
3\ZN
" 15
H g 1

Ac

R = Ac, (-)-protubonina B, propuesta

0
_H
RO A
N\H/‘\)\
NH

Ac

R =H, (-)-protubonina A, corregida

(+)-pestalazina B, corregida

R = Ac, (-)-protubonina B, corregida

Figura 6. Estructuras propuestas y corregidas de algunos alcaloides del grupo de las pirrolidinoindolina dicetopiperazinas
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Esquema 9. Mecanismo(s) de desacetilacion de lisina acetilada catalizada por sirtuinas, y estructura del cofactor NAD*

(HDAC4-7 y 9-10), expresada en el nicleo y el citoplasma
de un pequeno namero de tejidos, y que puede subdividir-
se en dos subclases, clase IIa (HDACs 4, 5, 7y 9) y clase IIb
(HDACs 6y 10); y c) Clase IV, formada por HDACI1.

Son numerosos los estudios que relacionan la deficien-
te regulacion de estas enzimas con el cancer, enfermedades
neurolégicas y desérdenes de la inmunidad.!® De hecho,
para la primera de las aplicaciones ya estan aprobados cua-
tro farmacos (Figura 4), aunque se cree que los inhibidores
selectivos de cada isotipo de HDAC podrian tener mejor
perfil farmacolégico con menos efectos secundarios que
los inhibidores no selectivos.™

Por otra parte, los miembros de la subfamilia de his-
tona desacetilasas denominadas sirtuinas regulan diversas
funciones celulares como la conservaciéon del genoma, la
longevidad y el metabolismo,'”" y han sido consideradas
dianas terapéuticas para el tratamiento del cdncer.™ En
los mamiferos, se han caracterizado siete enzimas, SIRT1-7,
que presentan un dominio catalitico conservado de unos
275 amino dcidos y difieren en su localizacion celular y en
sus funciones.!

Se han propuesto mecanismos de catalisis para la des-
acetilacion de lisinas acetiladas por las sirtuinas de tipo S 2
y Syl con la formacioén de un intermedio O-alquilamidato
(Esquema 9)."" Los estudios cinéticos sugieren que la ro-

D183
At %0

‘\_L

/\©\0 H~—0>Y
I/

tura del enlace nicotinamida-ribosilo se produce con parti-
cipacion del nucleéfilo entrante (el oxigeno de la amida),
y que no se forma el i6n oxocarbenio intermedio.” El es-
tudio de simulacién dinamica QM/MM al nivel B3LYP/6-
31G(d) ha llevado a proponer un mecanismo de despla-
zamiento disociativo y concertado de nicotinamida como
primera etapa del mecanismo de desacetilacion, un estado
de transicion con caracteristicas de i6n oxocarbenio, y una
rotura de enlace facilitada por la asistencia como nucle6fi-
lo de la lisina acetilada (Esquema 9).17%!

El mecanismo de desacetilacion de las HDAC cldsicas
(Esquema 10) consiste en la hidrélisis del grupo aceti-
lo de la lisina asistida por la quelacion al i6n Zn*, que
también activa la molécula de agua, y por la contribucién
de dos sistemas de relay de carga, uno de ellos actuando
como base general, para dar lugar al intermedio tetraé-
drico estabilizado por un residuo de tirosina antes de la
liberacion de acetato y de lisina desacetilada.l”” Por ello,
en la estructura de los inhibidores se incluye un grupo
funcional (acido hidroxamico, tiol, cetona, anilinoben-
zamida...) capaz de interaccionar con el i6n Zn?*" en el
bolsillo catalitico de la enzima, ademas de una region de
reconocimiento de la entrada al canal reactivo, y un co-
nector de longitud variable que simula el tamano y forma
del sustrato nativo de lisina acetilada.l™
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Esquema 10. Mecanismo simplificado de desacetilacion de lisina acetilada por HDAC-8
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Esquema 11. Estructura de ciclostellettaminas naturales y no naturales, y secuencia retrosintética
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Se han descubierto productos naturales que actian
como inhibidores de esta familia de enzimas epigenéticas
y contienen alguno de los grupos quelantes menciona-
dos.'™ Por ello, resulté intrigante descubrir que los alca-
loides denominados ciclostellettaminas (Figura 5), una
familia de sales de bispiridinio macrociclicas aisladas de
la esponja Haliclona Sp. y de otros organismos marinos,!
son inhibidores de HDACs dependientes de Zn*, a pesar
de carecer de un grupo quelante de Zn*.[!

La sintesis de las ciclostellettaminas emple6 la alquila-
cion del anioén de la 3-picolina, seguido de la formacién
consecutiva de los iones alquilpiridinio y la macrocicla-
cion de las sales de bis-piridinio diénicas mediante cierre
de anillo por metatesis (RCM). Este proceso se complet6
en 20 minutos, empleando irradiacién con microondas a
potencia constante (90 W) y permitié generar de forma
casi cuantitativa las sales de bis-piridinio macrociclicas de
entre 29 y 33 dtomos, como mezcla de isomeros E/ Z. Sin
purificacion, la mezcla de olefinas ciclicas se hidrogené en
presencia de Pd/C para producir finalmente las cicloste-
llettaminas A, B, D, E y G, asi como otras no naturales en
rendimientos casi cuantitativos (Esquema 11).15%

Los compuestos con estructura de bis-piridinio ma-
crociclicos mostraron escasa potencia como inhibidores
(en el rango de concentracién micromolar) con enzimas
HDAC recombinantes de las clases I y II. En contraste,

s)ﬁ

amida(:lon

-
amidacion

largazol R = Me,
C7-derivados de largazol, R = H, Et, Bn

o A

largazol bis-tiazol

e
LA

R
J AT
NH =
0 j/s _ - =
N
,N 0“0 0 j/s
H \M

los dienos precursores presentaron actividades de mayor
interés. En concreto, el compuesto con n=3, m=3 se carac-
teriz6 como un inhibidor selectivo de HDACI, mientras
que su homoélogo inferior con n=3, m=2 inhibi6 selectiva-
mente la subclase IIa.!"?!

Leccion 6: Los desvios de las rutas sintéticas

Danishefsky se refiere a la sintesis total desviada (diver-
led total synthesis) como aquel proceso sintético por el
que los quimicos pueden soslayar la biogénesis y diver-
sificar los intermedios generados a lo largo de la ruta
sintética para poblar un espacio quimico que no es ac-
cesible a la Naturaleza, dados los recursos biosintéticos
limitados a los que tiene acceso.™! La sintesis quimica,
por tanto, permite eliminar muchas de las restricciones
impuestas por las rutas biogenéticas, que siguen cami-
nos de reaccién universales y predecibles, al menos en
la fase de construccion de los esqueletos. ¥

El depsipéptido ciclico largazol (Esquema 12) fue aisla-
do de una cianobacteria marina del género Symploca sp. en
las costas de Florida™®! y caracterizado como un inhibidor
potente de HDAC.® En la estructura del depsipéptido se
reconocen, como elementos estructurales, el 2-aminome-
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Esquema 12. Estructura de largazol y andlogos en posicion C-7, y secuencia retrosintética
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tiltiazol-4-carboxilato conectado a un anillo de metiltiazo-
lina flanqueado a su vez por L-valina, y el fragmento de
(38,4F)-3-hidroxi-7-mercapto-4-heptenoico que cierra el
depsipéptido y, a su vez, presenta el grupo tiol esterificado
como tioéster de n-octanoilo, probablemente para incre-
mentar su estabilidad fisiol6gica.

El largazol es un inhibidor potente y selectivo (Gl de
rango nanomolar) de una serie de lineas celulares trans-
formadas frente a las células normales, lo que sugiri6é su
potencial aplicacién como agente antitumoral,’®! una ac-
tividad que ha sido investigada por diversos grupos.¥”! De
hecho, para comportarse como inhibidor de HDAC debe
activarse in vivo por acciéon de esterasas/lipasas liberando
de ese modo el tiol, que coordina Zn?".[%!

La sintesis de largazol (Esquema 13) involucré la
preparacion del B-hidroxiéster alilico enantiopuro por
resolucion cinética mediante acilacion enzimatica/sapo-
nificacion, y su condensacion con L-valina, seguida de la
desproteccion y formacion del enlace amida con amino-
metilcianotiazol, la construccion de la tiazolina y el cierre
del depsipéptido en el enlace C15(0O)-C(N). La métatesis
cruzada aciclica (ACM) completo6 la sintesis de la cadena
lateral. Una secuencia similar condujo a varios analogos de
largazol modificado en C7, asi como el derivado que pre-
senta un grupo 2,4’-bis-tiazol.!*"

De manera similar al producto natural, los depsipép-
tidos andlogos sustituidos en C7 (H, Et, Ph), asi como
el 2,4’-bis-tiazol, mostraron una potente inhibicién de
HDACI recombinante, asi como selectividad con respecto
a HDAC4. Se midieron potentes efectos pro-apoptoéticos al
tratar la linea celular leucémica NB4 con esos compuestos
aunque, a diferencia de otros HDACis, no promovieron la
diferenciacién a granulocitos maduros.®!

Leccion 6: Procesado (edicion) molecular

El extraordinario desarrollo de la metodologia sintética
durante las ultimas cuatro décadas permite en la actua-
lidad una mayor edicién molecular (molecular editing)'™"
que nunca antes en la historia de la sintesis quimica;
como consecuencia, se ha incrementado de forma ex-
traordinaria el nivel de complejidad de las estructuras
accesibles por sintesis para incorporarse a programas

de descubrimiento de farmacos. Prueba de ello es la
estructura del farmaco mesilato de eribulina (Hala-
ven®) obtenido por sintesis (Figura 7), un derivado del
producto natural halicondrina B, aislado de la esponja
Halichondria okadai, que contiene el farmacéforo del
mismo, compuesto por diversos anillos heterociclicos
oxigenados, 19 estereocentros y gran numero de gru-
pos funcionales, que fue aprobado en 2010 para el tra-
tamiento del cancer de mama metastatico.

La psammaplina A (Esquema 13) es un disulfuro simé-
trico que, de forma casi simultdnea, fue aislado en 1987
por tres grupos de investigacion a partir de diversas espon-
jas.®! Puede considerarse un tetrapéptido modificado de
Cys y Tyr. En 2002 se evalu6 de nuevo esta molécula y se
document6 que posee una capacidad tnica de inhibir las
enzimas epigenéticas HDAC y DNMT," lo que 1lamé nues-
tra atencion al ser actividades enzimadticas con mecanismos
muy diferentes.

La secuencia sintética desarrollada para psammaplina
Ay sus analogos es muy corta y en ella interviene la oxi-
dacién de tirosina al a-oximinoéster, seguido de la bro-
macion, saponificacion y condensacion bidireccional con
cistamina. La versatil ruta permitié llevar a cabo un estudio
de relacién estructura-actividad (SAR) con una pequena
quimioteca dirigida, en la que se vari6 la longitud de la
cadena, la sustitucion en la oxima y en el anillo aromatico,
y el grupo disulfuro/tiol. Como resultados de este estudio
destacan la necesidad de mantener el disulfuro (o el tiol)
para observar la actividad inhibidora de HDAC. Sin em-
bargo, la actividad como inhibidor de DNMT no pudo ser
corroborada, por lo que psammaplina A no puede consi-
derarse un inhibidor epigenético dual.”” Las modificacio-
nes sintéticas que permitieron una mejora sustancial de la
actividad y la potencia inhibidora frente a HDAC fueron
aquellas que afectaron al anillo aromatico. En concreto, los
derivados de haloindol resultaron ser mucho mads potentes
como inhibidores epigenéticos y en ensayos celulares, en
particular el compuesto codificado como UVI5008. Estos
compuestos se prepararon por captura del nitrosoacrilato
en la posicion C3 del haloindol para generar el o-oximi-
noéster seguido de la protecciéon de la oxima como deri-
vado tritilado, condensacion bidireccional con cistamina y
desproteccién.*?
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Esquema 13. Estructuras de la psammaplina A y del analogo UVI5008, y secuencia retrosintética
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Tal como se corroboré con el producto natural, el de-
rivado UVI5008 requiere la bioactivaciéon para ejercer su
accion biolégica, al menos sobre HDAC. La Naturaleza es
también sabia en el uso de “armas quimicas” y tacticas de
“camuflaje”,” ya que el grupo quelante de Zn* esta en-
mascarado como un disulfuro en psammaplina A (y como
un tioéster en el caso de largazol),(Esquema 14) y en el
farmaco romidepsina (Figura 4). Probablemente, también
el diinoenol acetato de los peyssoneninos (Figura 5) sea
una forma camuflada de un potente aceptor de Michael.

Leccion 8: El camuflaje de las “armas quimicas”

En ocasiones, los productos naturales con estructuras
exquisitamente funcionalizadas y mecanismos de ac-
cién poco usuales, no son las especies activas. La Natu-
raleza no solo proporciona estructuras quimicas com-
plejas sino que es también una fuente de inspiraciéon
inagotable para disenar elegantes transformaciones
moleculares que ofrecen soluciones ingeniosas a la ad-
ministracion de farmacos.®!

El compuesto UVI5008 produjo la induccién de la
apoptosis por activacion tanto de las caspasas iniciadoras
como de las ejecutoras, y también por pérdida del po-
tencial de membrana mitocondrial en células cancerosas
derivadas de leucemias (U937, Ku-812F, y K562) y tumo-
res solidos, como los de mama (MCF7), osteosarcoma
(U20S), prostata (DU145), colon (HCT116) y melanoma
(A375).1°4 UVI5008 también ejercié una potente activi-
dad antitumoral in vivo, tal como se demostré empleando,
en ratones inmunocomprometidos, injertos de células de
cancer de colon humano que expresan luciferasa. Al ser
tratados con dosis de 40 mg/Kg, el compuesto UVI5008

© 2016 Real Sociedad Espafiola de Quimica

bloque6 de forma pronunciada, sin efectos secundarios
aparentes, el crecimiento de los tumores HCT116, tal
como se visualiz6 por imagen in vivo y se cuantifico me-
diante contaje foténico directo. Se observaron resultados
similares al tratar con el mismo compuesto, en presencia
de estradiol, tumores generados por injertos de células de
cancer de mama MCF7 en otro modelo murino similar. Se
comprobd, también, la reduccién del crecimiento de tu-
mores en modelos genéticos murinos de cancer de mama
(“MMTV-myc” y MMTV-cerbB2 b), lo que indica que el
compuesto UVI5008 muestra una potente actividad anti-
cancerosa no solo en modelos de cancer injertado, sino
también en modelos genéticos que imitan el cancer de
mama humano."®

Al contrario que el producto natural psammaplina A,
el derivado UVI5008 actu6 como inhibidor de la DNA
metiltransferasa de novo DNMT3A y provocé una inhibi-
cion marginal de DNMTI1. Por otra parte, actué como
un inhibidor general de las enzimas desacetilasas depen-
dientes de Zn* de clase Iy de clase II. Ademds, UVI5008
resulto ser un potente inhibidor de las desacetilasas de
clase IIT SIRT1 y SIRT2, con selectividad por la posicion
H3Kb56ac. %

Lo que resulta sorprendente es que un solo compuesto
sea capaz de inhibir tres epi-enzimas que actian mediante
mecanismos de accién tan dispares: histona desacetilasas
dependientes de Zn* y de NAD* o SIRT y transferasas de
metilo a la citosina del ADN, por lo que este compuesto es
el ejemplo mas notable de polifarmacologia epigenética.
191 Es razonable asociar la potente actividad antitumoral
de UVI5008 a su capacidad de inhibir simultineamen-
te, al menos, tres enzimas epigenéticas, HDAC, DNMT vy
SIRT, que podrian actuar de forma sinérgica para conse-
guir una mayor eficacia que la obtenida con tres compues-
tos diferentes utilizados en combinacion.
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Esquema 14. Mecanismos posibles de bioactivacion de moduladores epigenéticos
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halichondrina B
Halichondria okadai

E7389, mesilato de eribulina
Halaven®

avermectinas

R' = CHg, CH,CH;3
R? = CHg, H

0CH,

artemisinina
(Qinghasou)

ivermectina

Figura 7. Estructura de los productos naturales avermectina, artemisinina y halichondrina B, y derivados (semi)sintéticos

4. CONCLUSIONES

En resumen, la Epigenética como nueva disciplina cientifi-
ca no es una excepcion en lo referente al importante papel
que los productos naturales tienen en los sistemas biol6gi-
cos.%! Los productos naturales ya contienen farmacéforos
valiosos, pero estos no han sido necesariamente optimizados
por los organismos que los producen para que cumplan la
funcion deseada por los seres humanos. Con esos esquele-
tos diversos, la funcién de los quimicos consiste en identifi-
car los elementos estructurales clave de los que depende la
actividad biolégica, asi como aquellos fragmentos o grupos
funcionales que pueden ser perjudiciales desde el punto de
vista del desarrollo farmacéutico. Armados con las podero-
sas herramientas sintéticas contemporaneas, la complejidad
estructural de muchos productos naturales puede ser abor-
dada con éxito cuando se garantizan los recursos materiales
y personales necesarios para esta actividad cientifica.

Leccion 9: Productos naturales y descubrimiento de farmacos

Los productos naturales permiten a los investigadores
en Quimica Médica el incorporarse a programas de
descubrimiento de firmacos en etapas mds avanzadas,
dada la preseleccion estructural que la Naturaleza ha
ejercido en miles de anos de evolucion.

En resumen, en proyectos de Quimica Biolégica y Qui-
mica Médica, los quimicos sintéticos pueden proporcionar
no solo el producto natural, confirmando o corrigiendo
su estructura, sino también intermedios o productos de-
rivados no disponibles en la Naturaleza al no ser sus se-
cuencias sintéticas necesariamente fieles a las rutas bio-
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genéticas. La evaluacion bioldgica de esas colecciones de
productos naturales puede dirigir los esfuerzos posteriores
cuando el producto natural no posee las adecuadas carac-
teristicas farmacocinéticas y farmacodinamicas de los can-
didatos finales a farmacos, y este proceso iterativo puede
generalmente conducir a la obtencién de otras colecciones
de moléculas inspiradas en la estructuras privilegiadas de
los productos naturales y de sus derivados sintéticos, de las
cuales pueden derivarse candidatos a farmacos.

La reciente concesion del Premio Nobel de Fisiolo-
gia o Medicina en 2015 a William C. Campbell (Drew
University, EEUU), Satoshi Omura (Kitasato University,
Japon) y Youyou Tu (Academy of Traditional Chinese
Medicine, China) por el descubrimiento de curas para
enfermedades de nematodos (Omura-Campbell: aver-
mectinas y su derivado semisintético ivermectina, Figu-
ra 7) y malaria (Tu: artemisinina, Figura 7) basadas en
productos naturales /! constituye un reconocimiento
justo, aunque tardio, al papel de estas moléculas en la
curacion de enfermedades y el aumento de la esperanza
de vida de las poblaciones, y un homenaje a los quimi-
cos de productos naturales del pasado siglo que, en la
mayor parte de los casos, trabajaban “enfrentandose a la
materia sin ningun tipo de ayuda, a base de manos y de
cerebro, de razonamiento y fantasia”.["
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