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Acido 19-epi-Okadoiko, un nuevo inhibor de PP1y PP2A
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El 4acido Okadaico (AO) es un poliéter producido por dinoflagelados
del género Prorocentrum y Dinophysis que ha ocasionado un gran impacto
en diferentes aspectos como la salud publica, el control de alimentos, la
farmacologia o la industria pesquera [1].

Este metabolito se aisld inicialmente de una esponja marina [2] y fue
caracterizado como el principal agente responsable del sindrome diarreico
DSP (diarrethic shellfish poisoning) [3] asi como de ser un potente promotor
de tumores [4]. Posteriormente se descubrid su mecanismo de accion, el
cual implicaba una inhibicion selectiva de las proteinas fosfatasas (PPs)
[5,6]. Este hecho involucré a estas enzimas a numerosas investigaciones
celulares y bioquimicas [7], demostrando el importante papel que tienen
estas enzimas en la regulacion de distintos procesos celulares como el
metabolismo, crecimiento celular o apoptosis, entre otros. Estos resultados
han llevado a muchos laboratorios a desarrollar la sintesis completa del AO
[8]. En estos momentos en que se estan llevando a cabo estudios
estructurales con PP1 y PP2A, el descubrimiento de nuevos inhibidores y el
estudio de sus conformaciones en disolucion es una herramienta muy
importante para profundizar en el modo de union proteina-ligando [9]. En
este trabajo, nosotros aportamos el aislamiento, estudio conformacional y
actividad farmacoldgica de un nuevo inhibidor de PP1 y PP2A, el 4acido 19-
epi-Okadaico (19-epi-AO).

Se realizaron cultivos a gran escala de P. belizeanum durante 45 dias
usando medio Guillard K a 23 °C, con ciclos 16:8 luz:oscuridad en tanques
de 80 L. Una vez extraidas las células se sometieron a sucesivas
cromatografias hasta aislar 70 mg de AO y 1 mg de la nueva toxina 19-epi-
AO. La féormula molecular se determin6 de acuerdo a su espectro de masas,
que presentd un ion a m/z 827.4576 correspondiente a [C44H68013+Na]+,
idéntica a la del AO. El andlisis de los datos de RMN nos llevé a una
estructura plana idéntica a la del AO, aunque se podian observar diferencias
significativas en los desplazamientos de las sefiales de 'H y C en el
fragmento C15-C24. Un analisis cualitativo del experimento ROESY nos
indicd que nos encontrdbamos ante un epimero del AO en el carbono C19,
el acido 19-epi-okadaico [10] (Fig. 1).
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Figura 1. Estructura del acido 19-epi-okadaico.

La conformacion del 19-epi-AO se determind en una disolucion de
MeOD mediante busquedas cnformacionales de MonteCarlo, utilizando las
restricciones correspondientes 39 distancias interprotonicas obtenidas de
experimentos ROESY, asi como 7 4ngulos diedros obtenidos a partir de las
correspondientes constantes de acoplamiento 3Jy.y medidas en un COSY-
DQF sensible a la fase. Se realizaron busquedas conformacionales en cuatro
situaciones distintas, utilizando los campos de fuerza MM3* [11] y
MMFF94s [12], implementados por MacroMoldel [13], combinados con
una constante dieléctrica de 32,7 (equivalente a la del metanol) y con el
modelo solvatado GBSA [14]. Los conformeros resultantes se minimizaron
con el algoritmo FMNR, salvando las estructuras con una energia de 25 KJ
por encima del minimo global [15]. De este estudio se obtuvo una unica
familia conformacional, cuya estructura promedio se muestra en la Fig. 2. El
resultado obtenido de la busqueda conformacional se validd con una
dindmica molecular, que mostré que aunque la molécula se mantiene dentro
de una misma familia conformacional, presenta una ligera flexibilidad en el
fragmento C1-C4. Este resultado se puede explicar por la ausencia del
puente de hidrégeno caracteristico del AO entre el acido carboxilico C1 y el
hidroxilo en C24, que no se puede formar en el nuevo metabolito ya que
debido al cambio configuracional ambos grupo se encuentran en distintas
caras de la molécula. La presencia de este puente de hidrégeno se
consideraba la clave para que el AO mantuviera su disposicion de
pseudomacrociclo, sin embargo, en este nuevo compuesto hemos observado
que esto no es necesario.

Se ensayo la actividad bioldgica de este nuevo compuesto frente a
fosfatasas del tipo PP1 y PP2A [16,17], y se observd que el 19-epi-AO
inhibe la PP2A con un ICsy = 0.47+0.04 nM, un valor equivalente al del
AO. Sin embargo, la actividad inhibitoria del 19-epi-AO frente a PP1
presentd un ICsp = 465+52 nM, aproximadamente diez veces menos que el
AO.

Los resultados obtenidos son importantes desde un punto de vista del
analisis de las interacciones entre la proteina y el ligando, ya que se pueden
sacar conclusiones estructurales importantes para el disefio de inhibidores
especificos de PP1 y PP2A.
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Figura 2. Conformacion del &cido 19-epi-okadaico en disolucion.
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