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RESUMEN

El cancer es la enfermedad no transmisible de mayor impacto a nivel mundial, y es una
de las principales causas de muerte en la actualidad. Los tratamientos actuales como la
guimioterapia, la radioterapia, la inmunoterapia tienen tasas de éxitos relativamente
buena, pero con un sin nimero de efectos secundarios, sin poner a consideracion los
altos costos que limita su acceso. La busqueda por compuestos naturales que tengan
potencial anticancerigeno esta direccionandose a la fauna marina, especialmente hacia

los productos naturales marinos (MNPs) extraidos de los invertebrados.

Ecuador es uno de los principales paises megadiversos a nivel mundial. La gran
biodiversidad acudtica ecuatoriana junto a la creciente extraccion de metabolitos
proveniente crea la necesidad de desarrollar una plataforma de tamizaje de dichos

extractos de acuerdo a la aplicacion en salud humana o animal.

Existen una gran variedad de genes involucrados con promover la actividad de las
células cancerigenas y que permiten que se desarrolle el microambiente tumoral. Entre
ellas se encuentra el Ligando de la Muerte Programada | (PD-L1) el cudl evita la
destruccion de las células tumorales pasando el control realizado por las células T. Por
esta razon, se ha convertido en un gen diana para las investigaciones de farmacos

contra el cancer.

El presente trabajo tuvo como objetivo le generacién de un sistema reportero
fluorescente para el promotor del PD-L1, con el fin de crear el primer sistema de tamizaje
en el pais para la evaluacién de los compuestos bioactivos extraidos de la biodiversidad

ecuatoriana y conocer su potencial como producto farmacéutico antineoplasico.

Se logro realizar el disefio y el ensamblaje del sistema reportero GFP comprobandolo
mediante PCR. Para proyectos futuros, se comprobara su viabilidad y su uso como

herramienta de tamizaje.

Palabras Claves: Ligando de la Muerte Programada | (PD-L1), compuestos bioactivos,

cancer, gen reportero GFP.
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ABSTRACT

Cancer is the most important non-communicable disease worldwide and is one of the
leading causes of death now. Current treatments such as chemotherapy, radiotherapy,
and immunotherapy have relatively good success rates, but they produce a lot of effects
on patients, however, their high costs limit to their access. The search of natural
compounds that have potential against cancer is directing towards marine fauna,
especially marine natural products (NPMs) extracted from invertebrates.

Ecuador is one of the main megadiverse countries worldwide. The great Ecuadorian
aquatic biodiversity together with the extraction of metabolites from it, creates the need
to develop a screening platform for these extracts according to the application in human
or animal health.

There is a great variety of genes involved in promoting the activity of cancer cells and
allowing the tumor microenvironment to develop. Among them is the Programmed Death
League | (PD-L1) which prevents the destruction of tumor cells by passing the control
performed by the T cells. For this reason, it has become a target gene for drug
investigations against cancer.

The objective of this work was to generate a fluorescent reporter system for the PD-L1
promoter, in order to create the first screening system in the country for the evaluation
of bioactive compounds extracted from Ecuadorian biodiversity and to know their
potential as an antineoplastic pharmaceutical product.

The design and assembly of the GFP reporter system was verified by PCR. For future

projects, its viability and its use as a screening tool will be checked.

Key Words: Ligand of Programmed Death | (PD-L1), bioactive compounds, cancer, GFP

reporter gene.
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CAPITULO 1

1.1 Introduccion

El cancer en la enfermedad no-transmisible de mayor importancia en el mundo y que
tiene un mayor impacto en los paises de bajos a medios ingresos econémicos (Ginsburg
et al., 2012). Las estadisticas afirman que es una de las principales causas de muerte
en el mundo, con aproximadamente 8,2 millones de casos fatales al afio y 14,1 millones
de nuevos casos anualmente entre nifios y adultos (Globocan, 2012). En Ecuador, de
las 30 razones principales de muerte, un tercio son por tumores malignos, de los cuales
el cancer de estdmago es el de mayor incidencia (Organizacién Mundial de la Salud,
2014). Los otros tipos de cancer mas comunes en el pais, entre el 2011 y el 2013, en
orden descendente fueron el carcinoma de mama, tiroides, préstata, cérvico uterino y
de piel (SOLCA, 2017).

Los tratamientos contra cancer mas usados son la intervencion quirdrgica, en donde se
extrae los tumores primarios, acompafiado de la quimioterapia y la radioterapia para
destruir las células cancerigenas residuales. Esto genera un amplio nimero de efectos
secundarios agresivos en los pacientes (“OMS-Tratamiento del cancer,” 2012). A nivel
mundial, la investigacion de tratamientos para combatir la proliferacién del ambiente
tumoral ha dado grandes resultados, generando terapias mas direccionadas y
especificas segun cada tipo de cancer (National Cancer Institute, 2017b). Sin embargo,
Ecuador los avances de inmunoterapia o0 medicina de precisién aln no estan al alcance
de los pacientes, incluso los tratamientos ya existentes son abandonados por falta de
presupuesto econémico (Bravo, 2017). Ademas, la investigacién sobre esta enfermedad
en el pais esta mas centrada en las partes epidemiolégica, preventiva y de mortalidad.
En la actualidad, el mayor avance ha sido la creacion del Registro Nacional de Tumores
(RNT), que recolecta informacién sobre la distribucién de la variedad de tumores segun

variables demograficas a nivel hospitalario (Pacheco Ojeda, 2017).

Los ultimos avances en la investigacion cientifica de nuevas moléculas con potenciales
aplicaciones contra el cancer se han centrado en la fauna marina (G. P. Hu et al., 2011).
Los compuestos secundarios que producen los invertebrados marinos, como respuesta
a las condiciones competitivas de su ambiente, han sido estudiados por sus posibles
aplicaciones farmacoldgicas, y una gran variedad de compuestos bioactivos o productos
naturales marinos (MNPSs) ya se utilizan como drogas antineoplasicas (Ruiz-Torres et
al., 2017). Las drogas antineoplasicas son aquellos medicamentos anticancerosos que

actian en cualquier fase del ciclo celular o en la regulacion de la proliferacion tumoral,
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inhibiendo el crecimiento de las células cancerigenas e inclusive destruyéndolas (M.

Angeles Gomez del Rio y Benedi, 2006).

Ecuador, es considerado como uno de los paises mas megadiversos por su riqueza y
variedad de especies por unidad de metro cuadrado (Ministerio de Turismo, 2014). La
fauna y flora a nivel terrestre se encuentra mayormente caracterizada en comparacion
con la acudtica, pero en la actualidad se estd realizando la caracterizacion de la
biodiversidad de invertebrados marinos (Trivifio, Miguel; Cardenas, 2014). El Centro
Nacional de Investigacion Marina (CENAIM), esta realizando el levantamiento de la
biodiversidad faunistica de la Reserva Marina El Pelado (REMAPE), con el propésito de
generar informacién de los invertebrados mas abundantes y de interés con respecto a
su taxonomia, metagenémica, metaboloma y bioactividad de sus compuestos (CENAIM,
2017). Esta investigacion ofrece una oportunidad para identificar procesos o
compuestos con aplicaciones biotecnoldgicas, entre ellas la posible identificacién de

moléculas con actividad anticancerigena o antitumoral (CENAIM, 2017).

El conocimiento cientifico que se esta generando de la biodiversidad de invertebrados
marinos ecuatorianos y, en especial, la generacion diversos extractos con potenciales
aplicaciones farmacolégicas, crea la necesidad de desarrollar una plataforma de
tamizaje de dichos extractos de acuerdo con sus posibles aplicaciones en salud humana
o animal. En el caso de compuestos anti-cancerosos o anti-neoplasicos, se requiere una
plataforma de tamizaje inteligente o especifica de compuestos que bloqueen los
diferentes genes o pasos bioquimicos asociados a la proliferacién de los diferentes tipos

de cancer.

El presente trabajo tiene como objetivo la construccion de un sistema reportero
fluorescente, como herramienta para la evaluacién de compuestos bioactivos extraidos
de porifero, para bloquear la transcripcion del gen asociado al cancer Ligando de la
Muerte Programada 1 (PD-L1). El PD-L1 se estableci6 como gen diana para la
construccién del sistema reportero fluorescente por su relacion con la mayoria de los
canceres agresivos, como el cancer de mamay pulmonar, e inclusive ha sido un gen de

interés en la medicina de precisién e inmunoterapia.
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1.1.1 Descripcion del Problema

Los paises en desarrollo, son donde se da el 57% de los casos de cancer (Globocan,
2012), y a su vez donde el 99% de las personas mueren sin ser tratadas
(Worldcancerday.org, 2012). En el afio 2017 se estimé que apenas el 26 % de los paises
de recursos limitados tenian los medios necesarios para atender patologias de sus
ciudadanos, y menos de un 30% poseen los reguerimientos necesarios para tratar
pacientes con cancer (Plummer et al., 2016). Las estadisticas muestran que 1 de cada
5 paises en vias de desarrollo, tienen la capacidad de impulsar investigacion para

generar politicas preventivas contra el cancer (Organizacion Mundial de la Salud, 2014).

En el afio 2012, el Ecuador report6 13,844 casos de cancer, con una fatalidad del 93,1%
(Ferlay et al., 2015). Los porcentajes de pacientes con cancer esta en constante
crecimiento y los tratamientos son mas costosos y de dificil acceso (Bravo, 2017).
Ademads, Las investigaciones en el campo de la inmunologia y de la oncoldgica no estan

ampliamente desarrollados.

Por otro lado, la toxicidad y los efectos secundarios que generan los tratamientos
existentes exigen la busqueda de tratamientos mas efectivos, con menos sintomas
adversos y que sean econdmicamente accesible para la poblacion. Los compuestos
bioactivos extraidos de invertebrados de la biodiversidad ecuatoriana ofrecen una
alternativa local que puede competir con los compuestos importados con alto costo para

el sistema de salud del Ecuador.

Por esta razdn se genera la necesidad de encontrar una forma rapida, eficiente y de
bajo costo para realizar un tamizaje de compuestos que puedan tener actividad
antineoplasica y con el que se pueda evaluar distintos genes estrechamente

relacionados con el cancer.
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1.1.2 Justificacién

El ecosistema marino es una fuente de compuestos bioactivos con estructuras quimicas
diversificadas, con un gran potencial para usarse en la industria farmacéutica (Ruiz-
Torres et al., 2017). La aplicacién de tecnologias de prospeccion marina, en conjunto
con el desarrollo de nuevas tecnologias analiticas, han centrado su interés en MNPs (G.
P. Hu etal., 2011).

La generacion de un sistema reportero especifico para la evaluacion in vitro de posibles
compuestos antineoplasicos ofrece una herramienta fundamental para el tamizaje de
estos compuestos en forma rapida, especifica y en forma masiva. También podria ser

usado con diferentes genes diana, segun la investigacion que se plantee.

El sistema propuesto va encaminado a identificar metabolitos que interfieran
especificamente con mecanismos celulares que promueven la formacion del
microambiente tumoral y evitan la accion del sistema inmune del huésped para la

eliminacion de las células tumorales.

La implementacién del sistema reportero podria llevar a la identificacion de metabolitos
con actividad neoplasica especifica, atractivos para la inversion extranjera, pero con un
nivel de caracterizacion farmacolégica adecuado para su licenciamiento. Es decir, el
Ecuador podria explotar sustentablemente su biodiversidad marina y no ser solo
proveedor de materia primaria con limitado valor agregado. Ademas, se creara la
plataforma farmacoldgica que permita desarrollar ensayos preclinicos y clinicos para
una mayor independencia de medicamentos importados para asegurar la salud de los

ecuatorianos.
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1.1.3 Objetivos

1.1.3.1 Objetivo General
Construir un sistema reportero con un gen fluorescente para la evaluacion de
compuestos bioactivos de la biodiversidad ecuatoriana, visualizando la inhibicién

del promotor del gen asociado al cancer “Program Death Ligand 1”.

1.1.3.1 Objetivo Especifico
Disefiar el sistema reportero del gen PD-L1 humano mediante la fusion de su
promotor y el gen reportero fluorescente eGFP.

Ensamblaje del sistema reportero en un plasmido de expresion.
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1.2 Marco Teorico

1.2.1 Cancer

1.2.1.1 Definicion, caracteristicas y tipos
El cancer es un término que abarca todas las enfermedades que se caracterizan por el
desarrollo de células que tienen un crecimiento y division sin control en cualquier parte
del cuerpo (Dr. Javier Puente & Dr. Guillermo de Velasco, 2017). El problema con estas
células anormales es que no siguen la muerte programada que toda unidad celular tiene,

sino que se divide sin limites, convirtiéndose en inmortales.

La acumulacion de estas células cancerigenas desemboca en el desarrollo de una masa
llamada tumor o neoplasia, que podria llegar a sustituir o a destruir los tejidos sanos, los
gue se conocen como tumores malignos, o aquellos con una tasa de crecimiento muy
baja y que no afectan a los tejidos circundantes, que se conocen como benignos (Dr.

Javier Puente & Dr. Guillermo de Velasco, 2017).

Las células tumorales pueden viajar e invadir cualquier tejido, sin importar la distancia,
en los cuales al encontrar nichos perfectos terminar originando metastasis, que es
cuando el cancer se ha distribuido por todo el organismo (Mitrus |, Bryndza E, Sochanik
A, 2012).
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Las estadisticas mundiales establecen al cancer como un de las principales causas de
muerte. En el 2012, segun la informacién analizada por la “World Health Organization”,
de los 13 mil casos detectados en el Ecuador, 93,1% muri6, y la tasa a nivel mundial es

que por cada 100.000 personas enfermas el 94% de los casos muere.

En Europa, los diagndsticos previos y el tratar a los pacientes antes que el cancer este
en fases terminales ha permitido que disminuya la mortalidad a pesar de que la
probabilidad de desarrollarlo haya aumentado (Catherine Sanchez, 2013). Sin embargo,
en Ecuador los métodos de diagnostico no estan tan desarrollados, y muchos de los

casos detectados estan en fases avanzadas o incluso ya en metastasis.

1.2.1.2 Tipos de Cancer
Existen gran variedad de tipos de cancer, como el linfoma, tiroides, hueso, entre muchos
mas. Cada uno de ellos afecta hombres o mujeres sin importar la edad, pero en los que
se relacionan a nifios son provocados principalmente por mutaciones durante el
desarrollo embrionario, mientras que, en los adultos, se producen més por el estilo de

vida y riesgo ambiental.

Los tipos de cancer que mas comunes y que mas muertes producen son a nivel mundial
cancer de colon y recto, de pulmén, préstata, seno, cérvico uterino, melanomay tiroides.
Para ser considerados como los mas comunes deben superar los 40.000 casos cada
afio (Siegel, Miller, & Jemal, 2017).

Segun la “World Health Organization” (WHO) el mayor nimero muertes provocadas por
cancer en el Ecuador son producto del cancer de estbmago y el cancer cérvico uterino
(Antoni, Soerjomataram, Mgller, Bray, & Ferlay, 2016). Sin embargo, por incidencia de

cancer, el de préstata también encabeza uno de los principales lugares.

1.2.1.3 Causas del Cancer
El cancer es el resultado de mutaciones que se han generado en la secuencia del ADN
de las células cancerigenas (Stratton, Campbell, & Futreal, 2009). Las razones que
provoca estas mutaciones son muy variadas, van desde exposiciones diarias a

compuestos quimicos téxicos hasta contraerla por herencia.

El cancer por exposicién a quimicos fue identificado desde el afio 1775, sin embargo
pasaron 150 afios para que realmente se descubriera que muchos trabajadores
adquirian la enfermedad por las dosis de quimicos, como el arsénico, benceno o cadmio,
a los que eran expuestos dia a dia (Paolo Boffetta et al., 2000). En los paises en
desarrollo no hay estadisticas fiables sobre al grado de exposicion que tienen los

empleados en sus jornadas laborales, pero se conoce a nivel mundial que del 2 al 8%
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de los canceres estan ligados al tipo de trabajo que se tiene (Paolo Boffetta et al., 2000).
Ademas, la bioseguridad que debe haber en los diferentes laboratorios, hospitales, entre

otros, también es deficiente.

Por otro lado, no son sélo quimicos los causantes, sino también rayos UV, rayos X,
medicina, el estilo de vida de las personas y diferentes factores ambientales a los que
se exponga la persona. El estilo de vida de la persona ha sido el causante de la mayoria
de los casos en los adultos. El no alimentarse adecuadamente o con altos contenido en
grasa, el consumo excesivo de alcohol y tabaco, la falta de chequeos médicos y
preventivos, promueven que ciertos tipos de cancer se desarrollen (Dr. Javier Puente &
Dr. Guillermo de Velasco, 2017).

Por otro lado, el cancer ha llegado a ser una enfermedad que no importa la condicién
fisica y el estado de salud de la persona, ni cuanto se cuide, sitiene en sus genes alguna
mutacion que reciba un estimulo para su expresion, provocarian el crecimiento
acelerado de las células cancerigenas. Es el caso de ciertos tipos de cancer que se
convierten en hereditarios (Dr. Javier Puente & Dr. Guillermo de Velasco, 2017), donde
sus mutaciones se transmiten de generacion a generacién, y pueden llegar a desarrollar

la enfermedad muchas generaciones futuras segun el estilo de vida que lleve la persona.

1.2.1.4 Biologia del Cancer
El microambiente tumoral, se define como el conjunto de “células normales, moléculas
y vasos sanguineos que alimentan un tumor” (National Cancer Institute, n.d.). El
crecimiento y la diseminacién del tumor, esta condicionado a este microambiente, pero

también puede modificarse segun las necesidades de las células cancerigenas.

En los Ultimos afos, se ha venido estudiando un nuevo enfoque para entender el
desarrollo del cancer y la razén de que sea dificil encontrar un método efectivo para
contrarrestarlo. Este nuevo analisis ya no considera al tumor como células anormales
aisladas, sino como un microcosmo que se transforma segun un proceso ecoldgico y

evolutivo.

Las células cancerigenas evolucionan como lo haria cualquier individuo en su ambiente,
por medio de la seleccion natural. Las tres condiciones que se requiere para que haya
seleccion natural son una diversidad genética en la poblacién, que estas variantes sean
heredables, y que favorezcan la supervivencia de los descendientes que posean dicha
caracteristica. Las células presentes en los tumores tienen diferentes mutaciones
haciendo que haya variabilidad genética, al dividirse permite que estas caracteristicas
se pasen a sus clones, y, por ultimo, estas mutaciones que poseen les dan ventajas

sobre las células sanas, tales como evitar la muerte programada, el aumento del tamafio
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de los vasos sanguineos que las alimenten, la evasién del sistema inmune, entre otras.
(Merlo, Pepper, Reid, & Maley, 2006)

La evolucién que sufren las células de los tumores les permiten tener respuestas
adaptativas que las hace ser mas resistentes a las quimioterapias, 0 a los otros
tratamientos médicos (The Wistar Institute, 2006). Por esta razén, si una de las células
cancerigenas residuales que queda luego de una intervencion quirargica, o algunas de
las que son sometidas a quimioterapia tienen una mutacion que las hace ser mas aptas,
la terapia aplicada no tendria efecto alguno. Por ejemplo, se ha descubierto ciertos
clones en el cancer de pulmén que tienen mutaciones puntuales en el Factor de
Crecimiento epidérmico (EGFR) que los hace resistentes a los inhibidores de EGFR
(Merlo et al., 2006). Desde este otro punto de vista, las distintas terapias también

estarian generando una seleccién artificial.

Por otro lado, las relaciones intraespecificas de mutualismo, competencia y parasitismo
también se observan en las células cancerigenas. El mutualismo se da en la
diseminacion a otras partes del cuerpo, o cuando las células tumorales dividen sus
funciones para generar una respuesta en el microambiente que requieran a parte de
ellas mientras las otras guardan energia para otros procesos. La competencia cuando
luchan por recursos con las demas células, y el parasitismo en la formacion de vasos

sanguineos nuevos para nutrir el tumor, proceso que se conoce como angiogénesis.

Todo esto se observa en el microambiente tumoral, y el comprender la biologia del
cancer, explicaria porque las terapias comunes usadas para el cancer no son tan
efectivas, y la necesidad de la busqueda de compuestos bioactivos que intervengan en
las células cancerigenas y su interaccion con el microambiente de manera mas

especifica, para mejorar las estrategias de prevencion y de terapias de los pacientes.

1.2.1.5 Tratamientos contra El cancer: costos, toxicidad y éxito
Los tratamientos y avances que hay hasta la actualidad contra el cancer no estan
disponibles para todos los pacientes porque implican un alto valor econémico. Ademas,
todas las terapias generan efectos secundarios sobre los pacientes, los cuales son muy
dolorosos o insoportables. Los tratamientos que se usan son la intervencién quirdrgica,
la quimioterapia, la radioterapia, la medicina de precision, terapias hormonales,
trasplante de células madres y la inmunoterapia (National Cancer Institute, 2017). La
aplicacion de cada uno de ellos depende del tipo de cancer y la fase en la que se

encuentre el paciente.

La intervencién quirdrgica es la primera que se utiliza en un paciente cuando recién se

detecta el tumor. Se extrae toda la neoplasia, aunque pueden quedar células residuales
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que pueden volver a originarlo por lo que este tratamiento siempre se utiliza al mismo

tiempo que la quimioterapia o a la radioterapia.

La gquimioterapia utiliza medicamentos administrados por via intravenosa u oral para
destruir toda célula cancerigena o ralentizar el crecimiento del tumor. Se puede aplicar
tanto antes de la intervencién quirirgica o de la radioterapia, como después, incluso en
el cancer recurrente, en cancer de sangre o en la metéstasis. Este tratamiento no es
especifico, influyen en todas las células activas, y aunque son las células tumorales las
gue estan en mayor densidad por su rapida diseminacidn y son a quienes principalmente
atacaria, también pueden afectar a células sanas cercanas al tumor (American Society
of Clinical Oncology (ASCO), 2018) . Por esta razdn se generan efectos secundarios
como fatiga, dolor de cabeza, muscular o estomacal, afecciones al pulmon, al corazén
u a otro érgano, la pérdida de cabello y de apetito, entre otros sintomas que pueden

acompafar al paciente por todo el tratamiento, incluso después (ASCO, 2017a).

La radioterapia es un tratamiento que utiliza dosis altas de radiacion para reducir el
tamano de los tumores destruyendo células cancerigenas (National Cancer Institute,
2017). Su eficacia para hacerlo es muy alta, por lo que es uno de los tratamientos
comunmente usados, pero también puede lacerar células sanas circundantes. Tiene
varios efectos secundarios parecidos al de la quimioterapia, como cansancio, problemas
cutaneos, llagas, nauseas y vomitos, recuentos sanguineos bajos, pérdida de apetito, y
una muy baja probabilidad de que se genere un nuevo cancer (American Cancer
Society, 2017)(ASCO, 2016).

La terapia hormonal o terapia enddcrina es un tratamiento que utiliza hormonas de
crecimiento para ralentizar o detener el desarrollo del cancer, especialmente para
cancer de prostata y de mama (National Cancer Institute, 2015). Se lo usa como
adyuvante en conjunto con los otros tratamientos, y para reducir los sintomas o evitarlos.
Los efectos secundarios varian segun el farmaco utilizado, algunos de ellos como el
tamoxifeno, puede llegar a producir cancer de endometrio o de Utero. Los otros efectos
son la formacion de coagulos, apoplejia, disminucion de masa 6sea, dolor en las

articulaciones, riesgo de ataque cardiaco y mas (Kohler et al., 2015).

El trasplante de células madres es una terapia que se usa debido a las altas dosis de
guimioterapia o de radioterapia que reciben los pacientes. Estas altas dosis dafian o
pueden destruir la médula ésea, quedando incapaz el paciente de producir los glébulos
sanguineos: rojos, blancos o plaquetas. Debido a esto, se requiere un trasplante de
médula 6sea o de células madre de sangre periférica, que puede provenir del mismo

paciente, de gemelos idénticos, o de algun familiar o persona no emparentada. Este
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tratamiento principalmente se usa para la leucemia o el linfoma, pero requiere una
comprobacién de la compatibilidad del donante con las células del paciente, con el fin
de disminuir efectos secundarios. Los efectos que se puede originar son la fatiga,
vomito, falta de apetito, hemorragias, la necesidad de transfusiones sanguineas o la
enfermedad del injerto, cuando el sistema inmune reconoce las células trasplantadas
como extrafias y las atacan, (American Cancer Society, n.d.). Este tratamiento es uno
de los més caros, debido a lo complicado del proceso, pero lo avances terapéuticos
permiten estancias en el hospital mas cortas bajando el precio, pero no

significativamente (National Cancer Institute, 2013).

La inmunoterapia engloba varias terapias que se relacionan con utilizar al sistema
inmune para combatir las células cancerigenas. En este tipo de tratamiento estimula las
defensas propias del cuerpo sea con sus propias sustancias o fabricadas en laboratorio
permitiendo detener el crecimiento de los tumores, evitando su diseminacion al resto del
cuerpo o ayudando a que las células inmunitarias logren reconocer a las células
tumorales como fordneas. Entre las principales inmunoterapias se encuentran los
anticuerpos monoclonales, terapia con virus oncoliticos, con células T, vacunas contra
el cancer y la inmunoterapia no especifica con interferones e interleucinas (Leukemia &
Lymphoma Society, 2015). Las ventajas de estos tratamientos es que son mas
especificos para el tumor, y que actlian bloqueando los puntos de control inmunitario,
como el PD1-PDL1 o la CTLA-4, o atacando proteinas especificas de las células
cancerigenas, como en el caso de los anticuerpos monoclonales. Los virus oncoliticos
son infectados directamente sobre los tumores para que se repliqguen y provoquen la
lisis de sélo las células tumorales, incluso generando anticuerpos que permiten el
reconocimiento por parte del sistema inmune (ASCO, 2017b). Sin embargo, también
presentan efectos secundarios leves y graves. Dentro de los leves, es la fatiga, sintomas
de gripe, fiebre y escalofrios, mientras que en los graves pueden llegar a inflamar
higado, cerebro, corazon, colén, o presentar problemas hormonales. Por esta razén, las
terapias inmunes no pueden ser aplicadas a todos los pacientes, y esta en investigacion
a qué tipo de pacientes no les causa efectos secundarios, y a quienes les podria causar
efectos graves (Laura Porter-ASCO, 2018).

La medicina de precision o terapia dirigida esta entre uno de los nuevos tratamientos
aplicados y al igual que la inmunoterapia es especifica porque se hace segun las
caracteristicas gendmicas y moleculares del tumor de cada paciente, ademés de sus
habitos y su historial clinico. Este tipo de tratamiento se puede dar debido al
conocimiento de las mutaciones genéticas que permiten el desarrollo de los tumores y

metastasis, el encontrar farmacos que actlen especificamente a nivel de esas
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alteraciones y al analisis de toda la informacion del paciente. La medicina de precision
sélo se ha aplicado en paises desarrollados, pues necesitan una gran base de datos
confidencial, y un presupuesto alto para investigacion. Las terapias dirigidas utilizan
anticuerpos monoclonales o moléculas pequefias (Sociedad Espafiola de Oncologia
Médica(SEOM), 2018). Entre las ventajas que ofrece, estan que los medicamentos son
especificos para los blancos del tumor del paciente, permite que el sistema inmune
destruya estas células, impide que haya la angiogénesis, puede causar la apoptosis de
las células cancerigenas, y evitar que el microambiente tumoral siga alimentando el
tumor. Sin embargo, también tiene desventajas como la evolucion de las células
cancerigenas haciéndose resistentes a los medicamentos, blancos que no tengan
farmacos o compuestos bioactivos especificos para ellos, o blancos que se compartan
con otras células del cuerpo, y efectos secundarios como problemas en la piel, de
coagulaciéon de la sangre, cicatrizacion de heridas, diarrea, presion arterial alta, entre

otras (National Cancer Institute, 2014).

Para los pacientes tener cancer no es lo Unico que les preocupa. Sin considerar los
efectos secundarios y la toxicidad de las terapias que pueden presentarse a lo largo del
tratamiento, y permanecer desde dias hasta afos, el precio para acceder a estas
terapias, son mucho mas preocupantes. En los paises desarrollados, los gobiernos y
distintas asociaciones y organizaciones clinicas y de investigacion invierten para poder
mejorar las condiciones de vida de los pacientes que tienen la enfermedad. Sin
embargo, en los paises en desarrollo, o con un subdesarrollo oncoldgico, es donde mas
personas con algun tipo de cancer hay. Estadisticamente, la mitad de los casos, el 57%,
ocurre en los paises en desarrollo, y en donde el 99% de las muertes sin tratamiento y
dolorosas se dan (Valeria Perasso, 2016). Los costos de las terapias son tan altos, que
la medicina de precision, y la inmunoterapia son tratamientos que no existen, y en que

la quimioterapia y la radioterapia son muy caras para continuarlas (Bravo, 2017).

En el Ecuador, la quimioterapia y la radioterapia son las terapias mas utilizadas, a las
cudles no todos los pacientes tienen acceso. Estos tratamientos solo pueden recibirse
en las dos ciudades principales. En el 2016, se abrio la primera sala de terapia biolégica
en el pais, pero no existe informacién publica de cuantas personas tratan al afio, ni del
porcentaje de éxito tenido (Redaccion Médica, 2016). Los valores para este tratamiento

son de $8000 por paciente.
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1.2.2 Ligando de la Muerte Celular Programada (PD-L1)

1.2.2.1 Definicién y Funcién
El PD-L1 o ligando de la muerte celular programada tipo | es una proteina
transmembranal presente en las células linfoideas, mieloides, en las células
presentadoras de antigenos, en islotes pancreaticos y del Gtero. La proteina de PD-L1
pertenece a la familia de los receptores B7 y es codificada por el gen CD274, que se
encuentra en el cromosoma 9, y posee un tamafo total de 20,064 pb, con 6 exones
(Jiang et al., 2018).

Tiene como funcién principal interactuar con el receptor de la muerte programada (PD1)
de las células T y de ese modo inhibir la sefial apoptética (Lee et al., 2006). PD1 esta
encargado en la regulacién de la activacion de linfocitos, y de la inflamacion de los
tejidos en la respuesta inmune. La interaccién de PD1 con su ligando PD-L1, activan las

células T pero también pueden inhibir su actividad al dejarlas exhaustas.

En células que estan en etapa de senescencia celular, la expresion de este ligando
PDL1 disminuye, lo que produce que las células T induzcan a esta célula a la apoptosis.
Este ligando con su receptor esta muy relacionado con la regulacion del sistema inmune,
evita que haya una respuesta contra células propias del organismo, y son uno de los
mecanismos a través del cual, las células T reconocen que pertenece al cuerpo y que

no.

La expresion de PD-L1 puede darse constitutivamente o de forma inducida.
Constitutivamente esta expresado en las células presentadoras de antigenos (APC)
como los macrofagos y las células dendriticas. Es inducida su expresion en ciertos tipos
celulares como respuesta a las citoquinas que promueven la inflamacion. Estos pueden
ser las epiteliales y endoteliales, linfocitos T, células B y monocitos (Dong et al., 2002).
Sin embargo, el PD-L1 no s6lo esta presente en estas células, sino en ciertas células
cancerigenas, engafiando al sistema inmune y evitando que se genere una respuesta

inmunitaria contra ellas (Figura 2 y 3).

1.2.2.2 PD-L1 y el microambiente tumoral
El cancer tiene una gran variedad de formas de crear el ambiente tumoral como la
sefializacion proliferativa sostenida, el evitar la apoptosis, las mutaciones, la activacion
de invasion y metéstasis, la evasion del sistema inmune, entre otras (Catherine
Sanchez, 2013). Ademas, son una gran variedad de genes que se ven involucrados
tanto a nivel de transcripcién(genético) como traduccion (proteico). EI microambiente

tumoral es un tejido complejo formado por todas las células, cancerigenas y sanas, por
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vasos sanguineos y moléculas como proteasas, citoquinas, factores de crecimiento que

interactdan con el tumor.
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Figura 2.- Interaccion de las células inmunitarias y tumorales con la célula T citotoxica
a través del ligando PD-L1. Se observa la respuesta inmune adaptativa generada por la
secrecion de Interferon Gamma. Fuente: (Research, 2012) citado en (Abyntek
Biopharma, 2017)

Las investigaciones sobre este ligando lograron detectar que tiene una estrecha relacion
con los microambientes tumorales. Se ha encontrado esta amplia expresion de PD-L1
en diversos tejidos cancerosos humanos. Estudios previos han correlacionado este
ligando en un 60% con la formacion de tumores primarios y en un 45% con diferentes

canceres en etapas avanzadas. Las células cancerigenas con el fin de evadir al sistema

(14]



inmune expresan o sobre expresan PDL1, y las células T las reconocen como células
propias del organismo, permitiendo su reproduccion celular y la posterior creacion de
ambientes tumorales (He, Hu, Hu, & Li, 2015). Esto se ha encontrado en el cancer de
diferentes origenes como las células pulmonares, cancer de estomago, cancer de

ovario, entre otros.

Célula
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Figura 3.- Mecanismo de evasion de la célula tumoral de la respuesta inmunitaria usando
PD-L1. Fuente: (Triplett et al., 2018)

La sobre expresion de PDL1 en estas células se genera por dos factores: el primero es
la respuesta inmunitaria adaptativa, en la cual las mismas células T al segregar
interferon gamma, promueven la generacion de factores de transcripcion que
promoveran la expresion del ligando (Figura 2) (Garcia-Diaz et al., 2017), y el segundo
es la sobreexpresion que es impulsada por los oncogenes, a través de factores de
transcripcion, que promueve que PDL1 esté de forma constitutiva en las células
cancerigenas (Lee et al., 2006)(Hsu et al., 2018).

PDL1 en la actualidad es uno de los objetivos para la generacion naciente de
herramientas contra el cdncer como lo es la inmunoterapia ya que la inhibicion del
promotor PD-L1 podria hacer més eficiente la identificacion por parte del sistema inmune

antitumoral (Prosser, Brown, Shami, Forman, & Jensen, 2012).
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1.2.2.3 Mutaciones en el Gen y el Promotor PD-L1
El tumor tiene una inestabilidad genética que lo hace ser mas propenso a mutaciones,
gue les permiten desarrollar multiples formas de evitar el sistema inmune o de
desarrollar el microambiente tumoral. Una de ellas es la respuesta inmune adaptativa
gue poseen ciertas células cancerigenas en varios tipos de cancer y que las llevan a
expresar o a sobre expresar PD-L1. Esta respuesta inmune adaptativa (RIA) permite
gue cuando empieza la respuesta por parte de células inmunitarias contra las células
tumorales se genere interferon gamma para que mande las sefales a las células T
citotoxicas. Sin embargo, esta sefial no solo beneficia al sistema inmune, sino que las
células con esta adaptacion, empiezan a expresar la proteina del ligando de la muerte
programada tipo |, y asi evitar ser destruidas (He et al., 2015). La sobrexpresion de PD-
L1 no tiene s6lo como objetivo evitar ser destruidas, sino también lo utilizan para agotar

al sistema inmune e inducir a la muerte a las células T.

En el ORF del gen hasta la actualidad se han encontrado 78 mutaciones segun las
bases sobre estudios de cancer COSMIS. Es por eso por lo que la investigacion actual
apunta hacia los factores de Transcripcion de esta sobreexpresion y hacia la inhibicion

del promotor.

1.2.2.4 Inmunoterapia: Dirigida a PDL1
Las investigaciones se han direccionado a descubrir compuestos que bloqueen al
receptor PD1 o al ligando PDL1 para evitar su interaccion, los cuales han tenido éxito
disminuyendo los microambientes tumorales, pero en muchos casos teniendo una
variedad de efectos secundarios. Se ha comprobado que bloquear PD1 permite que PD-
L1 siga interactuando con el receptor B7.1, pero bloquear a PD-L1 impide que las células
tumorales interactien con las células T (Kythreotou, Siddique, Mauri, Bower, & Pinato,
2018). Por eso los farmacos que bloquean a PD1 tienen efectos diferentes a los que

bloquean a PDL1.

En la actualidad, existen ya farmacos aprobados por la FDA como la Atezolizumab, que
es un anti-PD-L1 e Pembrolizumab, Nivolumab, que son anti-PD-1. Estos compuestos
son anticuerpos monoclonales que bloquean la interaccion del receptor con su ligando
(Abyntek Biopharma, 2017) (Hamanishi et al., 2016). Otro compuesto que esta en

investigacion es la Fluradabina de fosfato que inhibe a PD-L1 a nivel de promotor.
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1.2.3 Compuestos Bioactivos

1.2.3.1 Cancer y Compuestos Bioactivos Marinos
Recientemente se han logrado varios avances en cuanto a los procedimientos
quirdrgicos, radioterapia y ciertos agentes quimioterapéuticos. E Incluido el caso de la

combinacién de terapia hormonal con inmunoterapia.

Lo que debemos tomar en cuenta en el tratamiento del cAncer es que un tumor primario
es denominado como una poblacién pequefia heterogénea de células multiples. Otro
punto importante que hay tener en cuenta es el desarrollo de genotipos resistentes que
incluyen resistencia citotdxica a compuestos anticancerosos y/o resistencia a estimulos
pro-apoptdticos; es decir que primero esta poblaciéon aparece como un conjunto de
individuos iguales debido a que parten de una célula madre cancerosa pero a medida
gue avanza el tiempo este grupo de células que van apareciendo en el microambiente
tumoral empiezan a no ser iguales genéticamente debido a los cambios que ocurren
para poder sobrevivir a ese microambiente. Los individuos son seleccionados
dependiendo de la presién para subsistir, en este caso hablando de las células
cancerigenas esta en una lucha ardua con el sistema inmune por lo que los clones de
su descendencia son seleccionados por mutaciones conductoras (driver mutations) que
va adquiriendo para que se puedan mantener su microambiente y asi es como se logra
formar un tumor primario, células que parten de una misma célula madre cancerosa
pero su descendencia es completamente diferente, fenotipos similares pero
genéticamente son diferentes; por aquello los agentes quimioterapéuticos no son tan

efectivos, gracias a este fenomeno conocido como seleccion clonal(Khoo et al., 2015).

Hay que recalcar en los esfuerzos ha habido una creciente estrategias para maximizar
el control tumoral, prolongar la supervivencia, minimizar los efectos secundarios de la
guimioterapia y mejorar la calidad de vida de los pacientes. De los millones de moléculas
gue son descubiertas solo una de 5000-10000 de las moléculas que son sintetizas en

el desarrollo se convierte en un farmaco comercial (Newman & Cragg, n.d.).

Todos los organismos como resultado de reacciones intrinsecas inducidas que se han
en el cuerpo por estimulos o sustancias exdgenas son las que permiten la produccién
de metabolitos. Estos metabolitos pueden ser productos intermedios o finales de toda la
cascada enzimatica que sucede al momento del metabolismo. Es Metaboloma es la
ciencia encargada del estudio de todas las moléculas pequefias (metabolitos) que se
producen en la sefializacion como las hormonas y productos metabdlicos intermedios.
Estas moléculas biolégicas se han clasificado segun (Pietra, 1997) en dos tipos; las

moléculas que estan participando a nivel celular y son fundamentales para subsistir
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(desarrollo y reproduccion, division celular, proliferacién y embriogénesis) que se los
llaman metabolitos primarios; las moléculas que son importante tanto en homeostasis
como defensa en los organismos se los denominan secundarios. La farmacologia a base
compuestos marinos es una disciplina naciente que se esta dando mediante la

exploracion del ecosistema marino.

En las Ultimas décadas, una gran seleccion de compuestos marinos ha sido llevado a
cabo, y una amplia gama de actividades, tales como anti-viral (Dang, Benkendorff,
Green, & Speck, 2015), anti-bacteriano (Desbois, Mearns-Spragg, & Smith, 2009), anti-
fungico (Plaza, Bifulco, Keffer, Lloyd, & Baker, 2009), anti-parasitario (Wei, Nieves, &
Neopetrosiamine, 2010), anti-tumoral (Nuijen et al., 2000) y anti-inflamatorio (Asolkar et

al., 2009), se han reportado.

Los andamios moleculares derivados de organismos marinos exhiben mas novedad que
los agentes terrestres. Un analisis comparativo informé que el 71,02% de los andamios
moleculares en el Diccionario de MNPs fue utilizado solo por organismos marinos (Kong
et al., 2010)

Se ha publicado un ndimero creciente de documentos sobre compuestos marinos con
respecto a la salud humana en los ultimos veinte afios principalmente en el cancer y

otras enfermedades (Figura 4).

Marine compounds in health
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Figura 4.- Namero de publicaciones en relacion con los compuestos marinos en los ultimos 20
aflos en donde se observan el aumento de publicaciones de cancer con respecto con otras

enfermedades. Fuente:(Ruiz-Torres et al., 2017)
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Ademas, cinco de estos compuestos se obtienen de invertebrados marinos y han sido

aprobados para su uso como farmacos en el tratamiento del cancer. Estos compuestos

se resumen en la Tabla 1.

Organiza Nombre del Clase area Modo de accion Compaiiia Referencias
cibn y compuesto Quimica designad o

afo

a Institucion

Cytarabina Esponj Nucleésid = Anti- Inhibidor de la DNA Bedford, (Mayer, vy

1969 (Ara-C) a (o] cancer polimerasa Enzon 2010)

FDA Ziconotida Carac = Péptido Dolor Modulador de canales = Neurex (Olivera, y
2004 ol neurales de calcio Corp 1987)
conico
EMEA Trabectedina  tunica Alcaloide Anti- Inhibidor del PharmaMar (D’Incalci,
2007 (E7389) do cancer crecimiento celular Galmarini,
cancerigenos y afecta Allavena, 20
el microambiente
tumoral
FDA Eribulina de = Esponj = Macrolido Anti- Agente de | Eisai Inc. (Jordan, y
2010 mesylato a cancer de  interferencia de 2005)
(E7389) mama microtdbulos
FDA Brentuximab Molus  Anticuerpo = Linfoma CD30 - anticuerpo Seattle (Newland,
2011 vedotina co -droga dirigido - conjugado de  Genetic Inc. = Wasco, Az
(SGN-35) conjugada drogas citotoxicas Lowe, 2013)

Tabla 1.- Lista de medicamentos anticancerosos marinos aprobados por la FDA y la

EMEA de una fuente de invertebrados. Fuente: Autores.

1.2.3.2 Clasificacion quimica de compuestos bioactivos marinos

Aunque se han realizado varias clasificaciones (Y.-J. Hu et al., 2011), teniendo en

cuentas la estructura del producto quimico, las clases quimicas mas comunes de MNP

son

una

alcaloides, polipéptidos, terpenos, péptidos, y carbohidratos. Esta seccion ofrece

breve descripcion de las principales caracteristicas de las diferentes clases de

compuestos de origen marino (Leal, Madeira, Brandao, Puga, & Calado, 2012).

®
0’0

Alcaloides.- los alcaloides son un grupo muy diverso y ampliamente distribuido y
son definidos como compuestos organicos ciclicos que contienen nitrdgeno en un
estado de oxidacion negativo que es de distribucion limitada entre los organismos
vivos ( [6] citado en (Ruiz-Torres et al., 2017)). Los alcaloides se han aislado de
organismos marinos como esponjas, tunicados, anémonas y moluscos, todos los
cuales se caracterizan por colores y patrones brillantes, que a menudo estan
relacionados con los alcaloides (Molinski, 1993). Los alcaloides se atribuyen a una
amplia gama de actividades biolégicas como citotoxicos (Vik et al., 2006), anti-
leucémicos (Bringmann, Seupel, Feineis, Zhang, & Xu, 2016).

Policétidos. — Los policétidos son metabolitos naturales que comprenden una clase
muy diversa de estructuras quimicas. Estos compuestos en esta clase incluyen
macrolidos, poliéteres, polioles y compuestos aroméaticos (Rocha-Santos & Duarte,

2014). Esta clase a menudo estd altamente oxigenada que contienen grupos
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funcionales mdltiples beta — hidroxi cetdénicos como beta - hidroxi aldehidos,
ademds son similares a los acidos grasos. En segundo lugar, los policétidos y los
acidos grasos estan asociados con una amplia variedad de funciones celulares
esenciales; sin embargo, los policétidos son mas complejos en sus rutas
biosintéticas (Hopwood, 2009). Estos metabolitos estan aislados de esponjas,
ascidias, corales blandos y briozoos (Blunt, Copp, Keyzers, Munro, & Prinsep, 2015)
y pueden ser producidos por bacterias comensales o simbiéticas (Hochmuth & Piel,
2009). Los policétidos poseen una amplia gama de actividades biolégicas, incluidos
los efectos antibidticos, anticancerigenos, antifangicos, antiparasitarios vy
neurotdxicos (Rocha-Santos & Duarte, 2014).

Terpenos. - Los terpenos son los productos finales de las biosintesis que implican
una estructura de isopreno de cinco carbonos. Segun el nUmero de unidades, se
pueden clasificar como monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, sesterterpenos,
triterpenos (esteroides) y tetraterpenos (carotenoides) (Tsukada et al., 2011). Varios
grupos de organismos marinos producen terpenos, que exhiben actividades
biolégicas tales como efectos citotdxicos, antiproliferativos, antimicéticos y
antimicrobianos (Rocha-Santos & Duarte, 2014).

Péptidos. - Los péptidos son fuentes de nitrégeno y aminoacidos que varian en
tamafio de 2 a 20 residuos de aminoacidos y estan relacionados con numerosas
funciones fisiolégicas potenciales. Los péptidos bioactivos pueden ser fragmentos
de proteinas que adquieren funcionalidad cuando se liberan de la proteina original
(Kim, Lee, & Kwon, 2010). La primera actividad asignada a un péptido fue
neurotoxicidad; sin embargo, en la actualidad, estan asociados a otras funciones,
como la actividad cardiotdnica, antiviral y antitumoral, cardiotdxica y antimicrobiana
(Cheung et al., 2015). Estas funciones, ademas de sus excelentes propiedades de
unién, baja toxicidad fuera del objetivo y alta estabilidad, hacen que los péptidos
sean moléculas prometedoras para el desarrollo de nuevas terapias (Agrawal,
Adholeya, & Deshmukh, 2016). Aproximadamente el 60% de los productos
naturales descritos pertenecen a la familia de los péptidos (Mehbub, Lei, Franco, &
Zhang, 2014). Los péptidos estan presentes en muchas especies marinas, y la
extensa investigacion que se ha realizado sobre ellos ha demostrado que con mayor
frecuencia se encuentran en las esponjas (Cheung et al., 2015), como ocurrié con
los policétidos, los péptidos también pueden ser producidos por bacterias

comensales o simbidticas u hongos.

[20]



1.2.3.3 MNPs en investigacion o en etapas preclinicas clasificadas por objetivos
moleculares de cancer
Los compuestos bajo investigacion activa o en fases preclinicas se resumen de acuerdo
con la capacidad de estos productos naturales para modular uno 0 mas caracteristicas
distintivas del cancer y convertirse en candidatos prometedores a farmacos contra el

cancer. Los compuestos mas relevantes de 2010 a 2017.
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Figura 5.- Principales objetivos moleculares de compuestos marinos que se sabe
modulan diferentes caracteristicas o sellos distintivos del cancer. Fuente: (Zonder et
al., 2001)

Antes de comenzar, debe considerarse que las células normales se convierten en
células cancerosas a través de una amplia gama de cambios genéticos, y este proceso
genera muchos tipos diferentes de cancer (Nowell et al., 1976). Sin embargo, la mayoria
de los tipos de cancer comparten caracteristicas similares, y estos deben ser estudiados
para progresar en el descubrimiento de farmacos contra el cancer y el tratamiento del
cancer. Hanahan y Weinberg identificaron seis objetivos principales en tumores
humanos: autosuficiencia en sefiales de crecimiento, insensibilidad a sefiales
inhibidoras del crecimiento, evasién de la muerte celular programada (apoptosis),

potencial replicativo ilimitado, angiogénesis sostenida e invasion tisular y metastasis
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(Hanahan & Weinberg, 2000). Esta parte de la revision se centra en los compuestos
marinos que desempefian un papel en algunas de las caracteristicas descritas por
Hanahan y Weinberg. Luego, hemos clasificado los MNP como inhibidores del
crecimiento y agentes anti-tubulina, inductores de apoptosis y autofagia, y agentes anti
angiogénicos, anti-migracion, anti-invasién y anti metastasicos. Ademas, debido a su
relevancia en las vias de transduccién de sefales, también se incluye una familia
complementaria que incluye inhibidores de la proliferacion y de proteina quinasas

activadas por mitbgenos (MAPK). Todas estas categorias se muestran en la Figura 3.
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CAPITULO 2

2. METODOLOGIA

El presente trabajo tiene como objetivo el disefio y construccion de un sistema reportero
con GFP para el promotor del gen asociado al cAncer PD-L1, para su posterior utilizacion

en el tamizaje de compuestos bioactivos extraidos de la biodiversidad ecuatoriana.

2.1 Materiales y Métodos

2.1.1 Recursos Bioinformaticos
Para obtener informacién, se empled los conjuntos de datos de The Cancer Genome
Atlas (TCGA) y se analiz6 exhaustivamente 22 tipos principales de cancer para PD-
L1(CD274, B7-H1). Ademés, OncoKB, el Catalogo de Mutaciones Sométicas en Cancer
(COSMIC), Mi Gendmica del Cancer, Centro Nacional de Investigaciones
Biotecnologicas (NCBI).

THE CANCER GENOME ATLAS
1080 0 ! 205 = 2018 PanNCANCER ATLAS

DNA, ANA & Protein  Gellular
T N
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2 0 s .
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LUAD

o
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LIHC & e
LGG

jc Driver & molecular
SKCM Germline & somatic sublypes Immune cell & tumor

OnceKB dls COSMIC

Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer

http://oncokb.org https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic
[ <
{“5. MY CANCER GENOME. —NCBI
‘."" GENETICALLY INFORMED CANCER MEDICINE S EiETE | CETiET Er
Biotechnology Information
https://www.mycancergenome.org https://www.ncbi.nlm.nih.go

Tabla 2.- Plataformas de Informacién y secuencias de Oncogenes. Fuente: Steven

Merchan.

El analisis de secuencias se lo hizo mediante el programa GENEIOUS v8.1.1 donde se
realizé el alineamiento de las secuencias y la construccion de los plasmidos utilizar para
clonacion. También el disefio de los primers junto con el programa PRIMER3 y luego
para la evaluacion se utilizo OLIGOANALIZER. Finalmente, para la digestion de mi
plasmido con mi gen promotor PD-L1 se usé NEBCUTTER y WEBCUTTER.
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Tabla 3.- Programas Bioinformaticos utilizados. Fuente: Steven Merchan.

2.1.2 Identificacion Y Descripcion Del Gen PD-L1
El ligando de muerte programada 1 (PD-L1) o también es conocido como grupo de
diferenciacién CD274 o el homélogo de B7-H1 que es una proteina que en humanos
esta codificada por el gen CD274. En donde se cloné la region promotora y el fragmento
de activador de proteina tipo 1.

Chromosome 9 (human);

ﬂ PD-L1:9p24.1; Start 5,450,503 — End 5,470,566; length:20,064 pb
- N 9. — N ™M AN ™M ™ —ANM
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oQ Q Q aaQ Q Qa Q oo O o o O O U UTOTC U OoCUTCTOoOoOUT T o o T T o O T TOTOTUTUTUT
oM O D OO O D OO OO O (=] o (= B <> B «) B« ) B o ) I o) B« ) I e ) B e) B ) R« B } o [ B o) B ) L)) (=} D OO

=
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‘ PD-L1 (Programmed cell death ligand 1) ‘ T

’ mmSSEILL
/ R

g Fromoter [ex1 [inti [exz [inc2 Jexa [ines Jexa e Jexs Jineslexo ROl

>PDL1 Promoter 978 pb

TAGAAGTTAGCGCGGGATAATACTTAAGTAAATATGACACCATCGTCTGTCATCTTGGGCEATICACTAACCCARAGCTTTCAARAGGGCT 272 pb
TICTTAACCCTCACCTAGAATAGGCTTCCGCAGCCTTAATCCTTAGGGTGGCAGAATATCAGG GACCCTGAGCATTCTTAAMAGATGTAGCTCG > APL site eahaicar Sragnant
GGATGGGAAGTTCTTTTAATGACAAAGCAAATGAAG TTTCATTATGTCGAGGAACTTTGAGGAAG TCACAGAATCCACGATTTAAAAATATAT

g g tgacta

TTCCTATTATACACCCATACACACACACACACACCTACTTTCTAGAATAAMACCAAAGCCATATGGGTCTGCTGCTGACTTTTITATATGTTGTA

GAGTTATATCAAGTTATGTCAAGATGTTCAGTCACCTTGAAGAGGCTTTTATY CTTTC agtcai
STAT1/3
CCTTAAGCTCTTACCCCTCTGAAGGTAAAATCAAGGTGCGTTCAGATGTTGGCTTGITGTARATTTCTTTTTTTATTAATAACATACTAAATGTG

(»,un@tnM-cw(w(l(m(gmﬁ%w'ammmuun~(~au(,\(
IRF1
AGCTTTATTCCTAGGACACCAACACTAGATACCTAAACTGAAAGCTTCCGCCGATTTCACCGAAGGTCAGGAAAGTCCAACGCCCGGCAMACT

GGATTTGCTGCCTTGGGCAGAGGTGEGCEGGACCCCGLCTCCGGGLCTERCOEAACGCTGAGCAGCTGGCGCGTCCCGCGCGGCCCCAGTT

CTGCGCAGCTTCCCGAGGCTCCGCACCAGCCGCGCTTCTGTCCGCCTGL GTTGTTCCTCCGCGGGTGCCCACGGCCCAGTAT

CTCTGGCTAGCICGCTG

CD274, B7-H, PD-L1, PDCD1L1, PDCD1LG1, PDL1, CD274 molecule, Programmed cell death 1 ligand 1
Figura 6.- PD-L1 se encuentra en el locus 9p24.1 del cromosoma 9 humano; consta de 6 exones y 5
intrones; Empieza en la posicion 5,450,503 y Termina 5,470,566. Y posee un tamafio de 20,064 pb.
Fuente: Steven Merchan.

2.1.3 Primer: Disefio Y Evaluacion
Los primers o iniciadores son cadenas de nucledtidos que le ayuda a la Thermofilus
aquaticus (Taq) polimerasa a que empiece la sintesis de ADN de interés. Por
consiguiente, se realizé6 un alineamiento usando el programa Geneius v8.1 para

encontrar secuencias en comun, luego se insertan los iniciadores que se encontraron
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en publicaciones como muestra la tabla 3 y se seleccionan los que mejor que se alineen

con las secuencias para su respectiva edicion.

Publicaciones Autores(afio) Secuencias Primers

Interferon Receptor Signaling Garcia (2017)  Sacl PDL1 Prom F
Pathways Regulating GGGGTTGAGCTCTAGAAGTTCAGCGCGGGATA

PD-L1 and PD-L2 Expression Bglll PDL1 Prom R
GGGGTTAGATCTCAGCGAGCTAGCCAGAGATACT
PDL1 Prom EcoR1F
GGGGTTGAATTCTAGAAGTTCAGCGCGGGATA
PDL1 Prom EcoR1R
GGGGTTGAATTCCAGCGAGCTAGCCAGAGATACT

Construction of the PD-L1 Jiang ( 2018) PF:GGGGTACCTAGAAGTTCAGCGCGGGATAATAC
Promoter-Luciferase Reporter PR:CCGCTCGAGCTGCAGGCGGACAGAAGCGCGGCTG
Expressing Vector for Small
Molecule Inhibitors Screening

Glycosylation and stabilization of Chia-Wei S5-TCACTTGGTAATTCTGGGAGC-3 (PD-L1 forward),
programmed death ligand-1 Li1(2016) SCTTTGAGTTTGTATCTTGGATGCC-30 (PD-L1 reverse)
suppresses T-cell activity

A polymorphismin the promoter

region of PD-L1 serves as a PF:GGCTAGGGTACCCGTTCAGATGTTGGCTTGTTG
binding-site for SP1 and is PR:GGCTAGCTCGAGGGAAGCTGCGCAGAACTGGGG
associated with PD-L1 Tao(2016)

overexpression and increased
occurrence of gastric cancer

Tabla 4.- Lista de iniciadores de publicaciones que fueron examinadas entre 2016 —
2018 Fuente: Steven Merchan((Garcia-Diaz et al., 2017)(Jiang et al., 2018) (Tao et al.,
2017)(Li et al., 2016))

2.1.4PCR
El ADN total se extrajo de los leucocitos de muestras de sangre humana durante 48 h
mediante el uso de Fenol-Cloroformo-isoamil y se purific6 mediante columna, segun el
protocolo del fabricante (High Pure PCR Product Purification Kit - Sigma-Aldrich). El
promotor de PD-L1 (PD-L1p) fue amplificado por PCR usando primers especificos
(primer forward: 5°- TTGTCGACTAGAAGTTCAGCGCGGGATAATAC -3', primer
reverse: 5'- AACGTCTCTCAGCGAGCTAGCCAGAGATAC -3 ) y el Fragmento AP1
(primer forward: 5-TGCTGCAGAGCACAGAAGAGGTGCTCAATC-3', primer reverse:
5'- ACAAGCTTCTTCAGGTGCCATCCTTCAAAATC-3'). Los productos de PCR fueron

analizados por electroforesis en un gel de agarosa.

2.5 Clonacion
Una vez obtenidos los amplicones deseados. y se hace la clonacién en el pladsmido
pGEM-T (Figura 7). Luego se procedi6 a la ligacién con ligasas. Y después se hizo
transformacion de Plasmidos en Bacterias Competentes. Luego, se hace un screening

de colonias mediante PCR de la extraccion de ADN plasmidico para su verificacion,
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segun el Protocolo de Clonacion de laboratorio de Investigaciones Biomédicas
(“ESPOL, L. I. . PROTOCOLOS PARA CLONACION DE GENES DE INFLUENZA.,”
2012).

Lac Z*Lacg

pGEM-T Copy
3,000 bp

Figura 7.- pGEM-T es un plasmido de transporte utilizado para la clonacién de
productos de PCR, posee 3000 PB. Fuente: Geneious 8.7

2.1.6 Construccion De Sistema Reportero Fluorescente
La construccion se tomd como base pCAGGs-eGFP como se observa en la Figura 8.
Se realiz6 varias digestiones y ligaciones mediante dos estrategias; Primero se empez6
con abrir el plasmido con los sitios Hindlll y Pstl para la insercion de Activador de
Proteina de tipo 1(AP1), seguido de la insercion del fragmento PD-L1p dentro del
plasmido con sitios de restriccion como Sall y Apal terminando la construccion pCAGGs-
eGFP-AP1-PD-L1p (Figura 9). Finalmente, para la evaluacién de la construccion
mediante la observacion de coloracion verde debido al gen fluorescente eGFP se

transfectaran en el cultivo de células.
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Intron

pCAGGs-eGFP-Ap1-PDL1p

Figura 8.- pCAGGs-eGFP presenta 5 486 pb que es un plasmido de expresion
constitutiva. Creado en el Laboratorio de Investigaciones Biomédicas y secuenciado
expresa eGFP (gen fluorescente). Fuente: Geneious 8.7

pCAGGs-eGFP

5,486 bp

Figura 9.- pPCAGGs-eGFP-AP1-PD-L1p presenta 6077 pb que es la construccion final
en el plasmido de expresion constitutiva que expresa eGFP (gen fluorescente).
Fuente: Geneious 8.7
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2.1.7 Digestion

2.1.7.1 Primera Digestion

El plasmido fue ingresado en el programa NebCutter para hacer un analisis de

restriccion; las enzimas seleccionadas que son Pstl y Hindlll realizan los cortes en la

region de interés.

Componentes Vol ru(ul) \ conc. Final
NebCutter 2 2,5 1x
Enzima 1(Pstl) 1 10u
Enzima 2(Hindlll) 1 20u
DNA Plasmido (100 4 2000 ng/ul
ng/ml)
H20 8
25 ul

Tabla 5.- Materiales para la realizacion de la Digestion del Plasmido pCAGGs-eGFP

Una vez comprobado se utilizaron este set de enzimas que realizaban 1 solo corte cada

una que son la enzima Pstl y Hindlll se procedid a calcular los volimenes y

concentraciones finales (Tabla 5). Y se dej6 digiriendo durante toda la noche a 37°C.

Después se coloco 0,5 uL de Fosfatasa Alcalina Intestinal (CIP) para eliminar los grupos

fosfatos y se incubaron a 37°C.

2.1.7.2 Segunda Digestion

El Analisis de restriccion en NebCutter para extraer el promotor del Plasmido pCAGGs-

eGFP-APL1 e insertar el PD-L1p + la parte reconstituida del intrén, con las enzimas Sall

y Apal; ademas gue no corte ninguna otra seccion del plasmido y se hizo los respectivos

célculos de volumenes y concentracion como vemos en la tabla 6.

Componentes | Volryul) | Conc. Final
NebCutter 4 2,5 1x
enzima 1(Apal) 1 10u
enzima 2(Sall) 1 20u
DNA Plasmido (252 5
ng/ml)
H20 10.5
| 25 ul |

Tabla 6.- Materiales para la realizacion de la Digestion del Plasmido pCAGGs-eGFP-

AP1
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2.1.8 LIGACION
Se hizo ligaciones con radios de 1:3 y las concentraciones fueron calculadas en el
programa “Ligation Calculator”, Los célculos de volumenes son los siguientes que se

encuentran en la tabla 7.

Componentes | Conc. inicial | Vol mu(ul) 1:3
2X Rapid Buffer 2X 12,5
pCAGGs plasmido 126 ng/ul 1
Enzima (T4 DNA ligasa) 3 u/ul 1
Fragmento AP1 7 ng/ul 9
H20 15
| | 25 ul

Tabla 7.- Materiales para la realizacién de la Ligacién de los Fragmentos de PD-L1, con
el intron y pCAGGS-eGFP-AP1.
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CAPITULO 3

3. RESULTADOS

3.1.- PCR-ESTANDAR

El producto de PCR de la regién no codificante flanqueante 5 'del promotor PD-L1 fue
amplificado y separado por electroforesis en gel de agarosa al 0,8%, el resultado mostré
que el tamafio del fragmento de ADN amplificado de PD-L1p es consistente con la
expectativa que era 978 pb que fue sometido a diferentes temperaturas 57 °C y 59 °C
(Figura 10a).

A PCR—PD-L1

3.1a 3.1b Eco07
= G- HZER59.C 57C 59C 57C 59C

Figura 10a.- La region del promotor PD-L1 fue amplificado por PCR, el marcador es de
1 kb Ladder, a la izquierda se encuentran los controles (C-) y las muestras que eran
3.1a, 3.1b y EcoO7 bajo dos temperaturas 57 °C y 59 °C.

En cuanto, al producto de PCR del fragmento de AP1 site y la reconstitucion del intrén
del plasmido pCAGGs-eGFP fueron amplificados y separados por electroforesis en el
gel de agarosa al 2%, el resultado mostrd que los tamafios de los fragmentos de ADN
amplificados eran de 272 pb AP1 que fue sometido a temperaturas de 57 °C y 59 °C;
213 pb el intron que fueron sometidos a temperaturas de 61 °C, 63 °C, 65°C (Figura 11
ay B).
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31 Eco07
C- 57C 59C C- 57C 59C

200 pb 203 pb

Figura 11.- a) Fragmento AP1 fue amplificado por PCR, el marcador es de 1 kb Ladder,
el control (C-) y las muestras que eran 3.1b y EcoO7 bajo dos temperaturas 57 °C y 59
°C. b) Intron Fragmento reconstituido fue amplificado por PCR, el marcado es de 1 Kb
Ladder, los controles se encuentran a la izquierda y las muestras eran de pCAGGs-

eGFP bajo tres temperaturas de 61 °C, 63 °C, 65 °C.

3.2.- Clonacion en pGEM-T

Se cloné en pGEMT para obtener mayores concentraciones de los fragmentos de
amplificados: PD-L1p; Intr6n; AP1, se hizo una ligaciébn y se hizo una respectiva
verificacion de colonias para observar cuales tenian el inserto como observamos en la

figura 12.

300pb
200pb
s 100pb

300pb
200pb

S 100pb

GY G2 G377 Gk CE2 WCt3 1 2

Figura 12.- a) Fragmento AP1 fue amplificado por PCR en la comprobacion de la colonia
G, H, |, J, K, L; elmarcador es de 1 kb Ladder, control negativo (C-), control positivo(C+),

donde se observa que las colonias J, K, L son las que poseian el inserto. b) Fragmento
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Intron fue amplificado por PCR en la comprobacién de la colonia P, Q, R, S, T, U; el
marcador es de 1 kb Ladder, control negativo (C-), control positivo(C+), donde todas
poseian el inserto.; ¢) Fragmento PD-L1p fue amplificado por PCR en la comprobacién
de la colonia 1,2; el marcador es de 1 kb Ladder, controles negativos (C-), controle

positivos(C+), donde el inserto solo la colonia 1.

3.3.- Ensamblaje pCAGGs-eGFP-PD-L1p-AP1

3.3.1.- Ensamblaje pCAGGs-eGFP-AP1
El ensamblaje se realiz6 mediante ligaciones y digestiones del plasmido pCAGGs-
eGFP. Primero se procedid abrir el plasmido con enzimas de restriccién Pstl y Hindlll
para insercion del Fragmento potenciador de Activador de proteina tipo 1(AP1 fragment
enhancer) y una ligacion, después se clon6 en las bacterias competentes y se hizo una
verificacion escogiendo colonias al alzar de la caja Petri como se muestra la Figura 13

y hacer amplificaciones para comprobar cuél de las colonias contenian el inserto.

pCAGGs-eGFP-AP1

R —

Geneious v8.1.8

Figura 13.- a) Fragmento AP1 fue amplificado por PCR en la comprobacion de la colonia
A, B, C, D, E, F; el marcador es de 1 kb Ladder, dos controles negativos (C-), Control
de extraccion (C.C), control positivo(C+), donde se observa que las colonias D, E, F son
las que poseian el inserto. b) El tamafio del fragmento AP1 es de 272 pb; c) insercion

del fragmento en el plasmido. Fuente: Geneious v8.1.8.

3.3.2.- Ensamblaje pCAGGs-eGFP-PD-L1p-AP1
Después haber sido digerido el plasmido pCAGGs-eGFP-AP1 con las enzimas de
restriccion Sall y Apal se procedié hacer una triple ligacién del plasmido abierto, y los
fragmentos PD-L1pe Intrén, luego se hizo la clonacién en bacterias competentes y se
hizo una verificacion de colonias escogidas, pero con el de PD-L1pf(primer forward) y
Intrénr (primer reverse) como vemos en la figura 14 y el fragmento amplificado era la de

1173 pb que es la suma de PD-L1p+ Intrén.
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pPCAGGs-eGFP-AP1-PD-L1p

d

PD-L1p + Intrén( 1173 pb)

b
Intron
PD-L1p(970pb) (203pb)
4=

Figura 14.- a) Fragmento PD-L1p+Intrén fue amplificado por PCR en la comprobacion
de la colonia; el marcador es de 1 kb Ladder, dos controles negativos (C-), donde se
observa una banda 1170 pb que se aproxima que tiene el inserto. b) El tamafio del
fragmento PD-L1p + Intron es de 1173 pb; ¢) Insercién del fragmento en el plasmido,

Geneious v8.1.8

Fuente: Geneious v8.1.8.
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CAPITULO 4

4.1 Conclusiones y Recomendaciones

Los inhibidores inmunitarios son pilares de control, la via PD-1/PD-L1, hacen que el
tumor evada el sistema de control de las células inmunitarias, lo cual se ha convertido
en una nueva caracteristica distintiva del cancer por ende se ha demostrado que

mediante esta via de sefializacion permite inhibir la actividad de la célula T.

Lo que nos da una visiébn que “Program Death Ligand 1” representa un papel crucial
durante la génesis del tumor y a su vez un gen blanco para la deteccion de drogas para
terapias contra el cancer. En ensayo clinico, anticuerpo anti-PD-L1(mAb anti-PD-L1)
han logrado demostrar prometedores resultados en tratamiento de diferentes tipos
cancer incurables, pero al mismo tiempo parece que las reacciones adversas asociadas
con la activacién excesiva de las células T y el dafio autoinmune clinicamente son
observables, generando una alta cantidad de efectos secundarios en pacientes tratados
(Silva, Gullo, & Carneiro, 2016).

En la publicacion de (Jiang et al., 2018) crea sistemas reporteros con plasmidos
gue expresan luciferasa con la region promotora PD-L1 obteniendo excelentes
resultados con el tamizaje compuestos sintéticos como fluradabina de fosfato. En esta
tesis hemos logrado construir con sistema reportero innovador que exprese
fluorescencia con la regién promotora PD-L1“Program Death Ligand 17, lo que nos va a
permitir la evaluaciéon de compuestos bioactivos visualizando la disminucién o inhibicién

de la actividad transcripcional de este promotor asociado al cancer.

Quizas a un futuro en el pais que posee una alta diversidad de compuestos naturales
marinos que puedan ser tamizados y de alguna manera encontrar compuestos
bioactivos que generen menos toxicidad de los sintéticos. Y También para futuros
proyectos, que plantean la evaluacién de los compuestos y el generar una metodologia

de tamizaje usando el reportero creado como modelo.

Como recomendacion para validar la viabilidad del plasmido, se recomienda transfectar
en lineas celulares y estimular con interferén gamma. Luego de verificar la fluorescencia
de las células, se recomienda evaluar el tiempo que permanece activas como control
para cuando se evallen los compuestos bioactivos. Otra forma de verificar si el reportero

esta correctamente ensamblado, es la secuenciacion del plasmido.

Para finalizar, el plasmido reportero pCAGGS-eGFP-AP1-PDL1 esta disefiado

principalmente para evaluar compuestos que inhiban al promotor del gen PDL1, sin
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embargo, siguiendo los mismos procedimientos que se realizaron, se puede extraer este
promotor y reemplazarlo por otro promotor de otro gen de interés para el cancer. La
misma metodologia aplicada puede servir para el disefio de reporteros a nivel de

expresion, con los que se pueda evaluar otro mecanismo de accién de los compuestos.
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ANEXOS

Se presenta como material adicional 2 tablas:

1.- Tabla de las principales mutaciones que se han descubierto en el gen PD-L1.

Hugo Entrez Ncbi Build Chr Transcrlpt,tllon de
Symbol Gene Id anotacion
CD274 29126 37 9 ENST00000381577.3

2.- Fase de evaluacioén clinica de varios Compuestos Bioactivos
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Principales Mutaciones del Gen PD-L1/CD274

Cadigo de barras de la muestra tumoral

AMO1_HAEMATOPOIETIC_AND_LYMPHOID_TISSUE

CI1_HAEMATOPOIETIC_AND_LYMPHOID_TISSUE

DMS454_LUNG

HEC108_ENDOMETRIUM

SNU520_STOMACH

TOV21G_OVARY

NCIH2171_LUNG

HCC1569_BREAST

JHH7_LIVER

MFE319_ENDOMETRIUM

SCABER_URINARY_TRACT

D542MG_CENTRAL_NERVOUS_SYSTEM

HEC1_ENDOMETRIUM

Posicion

de salida

5462893

5456116

5463102

5457184

5456164

5457316

5466801

5457370

5457282

5465606

5465498

5462908

5462999

Posicion final

5462893

5456116

5463102

5457184

5456164

5457316

5466801

5457370

5457282

5465606

5465498

5462908

5462999

Clasificacion de variantes

Nonsense_Mutation

Start_Codon_SNP

Silent

Missense_Mutation

Splice_Site

Missense_Mutation

Silent

Missense_Mutation

Missense_Mutation

Splice_Site

Splice_Site

Missense_Mutation

Missense_Mutation
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Tipo de
variante

SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP
SNP

SNP

Alelo de
referencia

G

Tumor
Seq alelo

T

Cambio de proteina

p.E152*

p.M1l
p.T221T
p.L53P
p.N17N
p.A97V
p.12741
p.M115T
p.R86W

p.G264W

p.A157T

p.E187V




KYSE270_OESOPHAGUS

MCC13_SKIN

0OC314_OVARY

OMC1_CERVIX

SNU1040_LARGE_INTESTINE

HMEL_BREAST

HS739T_BREAST

NCIH2347_LUNG

5462878

5467856

5457306

5467854

5457230

5465572

5463099

5465590

5462878

5467856

5457306

5467854

5457230

5465572

5463099

5465590

Missense_Mutation

Silent

Missense_Mutation

Missense_Mutation

Silent

Silent

Silent

Silent

SNP

SNP

SNP

SNP

SNP

SNP

SNP

SNP

p.V147F

p.E289E

p.L94M

p.E289K

p.V68V

p.G252G

p.H220H

p.1258]
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Fase de evaluacion clinica de Varios Compuestos Bioactivos

Estado Clinico | Nombre del Organismo Clase area designada Modo de accién Compaiiia o Referencia
compuesto Marino Quimica Institucion
fase lll Plitidepsina Tunicado Depsipeptido | Anti-cancer Induce la detencidén o PharmaMar (Munoz-Alonso,
apoptosis del ciclo celular y otros, 2009)
Gemcitabina (GEM) | Esponja Nucleésido Anti-cancer Inhibidor del Eli Lilly and (Krege, y otros,
(GENMA) ribonucledtido reductasa Company 2014)
Reemplaza a la citidina
durante la replicacion del
ADN
fasell Glembatumumab Molusco Anticuerpo- | Cancer de mama | Se dirige a la glicoproteina | Celldex (Bendell, y
vedotina droga y melanoma NMB (una proteina Therapeutics | otros, 2014)
conjugada sobreexpresada por
multiples tipos de
tumores)
Elisidepsina Molusco Depsipeptido | Anti-cancer Agente antineoplasico, PharmaMar (Molina-
modificando los lipidos de Guijarro, y
la membrana celular otros, 2015)
PM1004 Nudibranquio | Alcaloide Anti-cancer ADN-unién PharmaMar (Mandin &
Gottesman,
2009)
Pseudopterosinas Coral blando | Diterpeno Cicatrizacion de | Metabolismo eicosanoide La (Look, Fenical,
glucésido la herida Universidad Jacobs, &
de California | Clardy, 1986)
IPL576,092 Esponja Diversas Antiinflamatorio | Inhibicion de infiltracion de | Aventis (Liu, Huang, &
(derivado de leucocitos e Pharma Zhu, 2013)

Contignasterol)

hipersensibilidad durante
la alergia
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Fase I/l PM-10450 (Zalypsis) | Esponja Alcaloide Medicamento Inhibidor de la PharmaMar | (Petek & Jones,
contra el cadncer | transcripcion 2014)
Discodermolida Esponja Policétidos Medicamento Agente interferente de Novartis (Bhatnagar &
contra el cancer | microtubulos Kim, 2010)
Fase | Bryostatina-1 Bryozoa Policétidos Medicamento Proteina quinasa C Instituto (Diaz, y otros,
contra el cancer Nacional 2015)
Contra el
Cancer
Pinotuzumab Molusco Anticuerpo- Linfoma no Estimulante de apoptosis; Genentech, (Forero-Torres,
vedotina droga Hodgkin, inhibidor de mitosis e Inc. y otros, 2016)
conjugada leucemia inhibidor de tubulina
Tisotumab Vedotina | Molusco Anticuerpo- | Cancer de Antineoplasico, conjugado | Genmab and | (Kim, y otros,
(HuMax®-TF-ADC) droga ovario, de drogas, inmunotoxinay | Seattle 2007)
conjugada endometrio, anticuerpos monoclonales | Genetics
cuello uterinoy
prostata
HT1286 (derivado de | Esponja Anticuerpo- Medicamento Agente interferente de Wyeth (Bhatnagar &
Hemiasterlina) droga contra el cdncer | microtubulos Kim, 2010)
conjugada
LAF389 (derivado de | Esponja Tripéptido Medicamento Inhibidor de metionina Novartis (Bhatnagar &
bengamida B) contra el cancer | aminopeptidasa Kim, 2010)
Hemiasterlina Esponja Péptido Medicamento Agente interferente de Eisai Inc. (Bhatnagar &
(E7974) contra el cancer | microtubulos Kim, 2010)
PM-060184 Esponja Policétidos Medicamento Agente interferente de PharmaMar | (Newman &

contra el cancer

microtubulos

Cragg, 2014)
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NVP-LAQS824
(Derivado de
Psammaplin,
Dacinostat)

Esponja

Diverso

Medicamento
contra el cancer

Inhibidores de histona
deacetilasa (HDAC) o
inhibidores de ADN
metiltransferasas (DNMT)

Novartis
Pharma

(Sleiman, y
otros, 2014)
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