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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

El cancer se ha convertido recientemente en una de los padecimientos con
alto numero de incidencias; de acuerdo a estadisticas nacionales como
internacionales existen diferentes tipos de farmacos empleados actualmente en la
quimioterapia, con diferentes estructuras quimicas y diferentes mecanismos de

accion.

El presente trabajo corresponde a la busqueda de informacion de actualidad
sobre farmacos empleados en la terapéutica del céncer, acentuando la
investigacion en una clasificacion especial conocida como farmacos inhibidores de

tubulina.

El documento expone las caracteristicas principales de farmacos
estabilizantes y desestabilizantes de microtlbulos, sus usos en la terapéutica, sus
participaciones en ensayos clinicos, las investigaciones actuales en la busqueda de

analogos con mayor efectividad y menor toxicidad sistémica,

En algunos casos se presentan también otros usos terapéuticos de las

moléculas con afinidad por algunos de los sitios de unién presentes en la tubulina

1.1.- Objetivo

Presentar y comparar la informacién mas relevante respecto a los farmacos

inhibidores de tubulina y su efecto terapéutico como farmacos anticancerigenos.
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2. INFORMACION GENERAL
2.1. Cancer
2.1.1 Acerca del cancer

Cancer es un término empleado para denominar una condicion en la cual las
células se dividen sin control. El factor determinante que favorece la presencia de
dicha condicién puede ser un incremento en la velocidad de nacimiento o un
decremento en la velocidad de muerte; ambos factores, nacimiento y muerte celular,
estan regulados por control genético. Las mutaciones somaticas crean una variante
alterada que prolifera con mayor velocidad que las células normales. Dicho lo
anterior es posible concluir que el cancer es el resultado de una serie de mutaciones

somaticas, en algunos casos, también una predisposicion heredada.!

Los genes involucrados en las mutaciones se dividen en dos principales
categorias, oncogenes y genes supresores de tumores. Los primeros son genes
cuya actividad normal es promover la proliferacién celular, en contra parte, los
segundos generan productos funcionales que actian para limitar la proliferacion.
Las células cancerigenas presentan pérdida de funcion de los productos
expresados por los genes supresores de tumores, ademas de otras funciones
alteradas como prevencion de la progresién inapropiada del ciclo celular, direccién
hacia apoptosis, o la capacidad de estables las mutaciones del genoma. 2

El término quimioterapia, deberia referirse al tratamiento de una dolencia
mediante el uso de sustancias quimicas; sin embargo actualmente el término
quimioterapia se emplea unicamente para referirse a los farmacos usados en el
tratamiento del cancer y en ocasiones también se emplea en el uso de antibioticos

(quimioterapia antibacteriana).

Hanahan y Weinberg, proponen en su mas reciente publicacion que los
tumores son mas que masas insulares de células cancerosas proliferativas, y en su

lugar son tejidos complejos conformados de distintos tipos de células que participan
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en interacciones heterdpicas unas con otras. Ellos describen al cAncer como “un
conjunto de enfermedades caracterizada por un desequilibrio entre la division y la
muerte celular™.® Algunos signos distintivos que confieren a las células somaticas

la presencia de cancer, se muestran en la Figura 1.

Sefiales Evasion de los
proliferativas supresores de
mantenidas crecimiento

Evitar la destruccién
por el sistema
inmune

Resistencia a la
muerte celular

Capacidad

proliferativa
ilimitada
Inestabilidad genémica Inflamacion

y mutacién promovida por el

tumor

Induccion a la
angiogénesis

Activacion de la invasion
y metastasis

Figura 1. Signos distintivos del cancer, caracteristicas adquiridas por las células

somaticas en presencia de cancer.®
2.1.2. Trascendencia del cancer

De acuerdo al reporte GLOBOCAN — Global Burden of Cancer Study, un
proyecto de la Agencia Internacional de Investigacion en Cancer — tan sélo en el
2012 se presentaron 14, 067,900 nuevos casos, y el nimero de muertes a causa
de dicha enfermedad ascendi6 a 8,201,600 personas. Como resultado de dicho
estudio se predice que la probabilidad de padecer cancer antes de los 25 afios es
de un 18% para la poblacién mundial.*
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En nuestro pais, el cancer es una de las principales causas de mortalidad
junto con las enfermedades del corazdn y la diabetes mellitus. De acuerdo al INEGI
en 2014 se presentaron 77,091 defunciones asociadas a este padecimiento.®

No es de sorprenderse entonces que la importancia de este padecimiento
haya logrado unir el esfuerzo conjunto de empresas, instituciones gubernamentales
y grupos de investigacion tanto a nivel nacional como internacional en la busqueda

de curas para este padecimiento.

2.2. Tratamiento del cancer

La terapéutica del cancer tiene como objetivo curar este padecimiento, o en
los pacientes donde no sea posible mejorar considerablemente tanto su tasa de
supervivencia como su calidad de vida. Existen tres métodos principales para tratar
un cancer ya establecido, tales como la reseccion quirdrgica, la radiacion y la
farmacoterapia, generalmente mal denominada en este contexto como

quimioterapia.®’
2.2.1. Tratamiento empleando radioterapia

La radioterapia consiste en el uso de alta energia proveniente de radiacion
de rayos x, rayos gamma, neutrones, protones u otras fuentes con la finalidad de
matar células cancerigenas para observar como efecto terapéutico la disminucién

del tamafio de los tumores o del nimero de éstos.8

La radioterapia puede provenir de una maquina externa al cuerpo, o provenir
de material radioactivo localizado en el interior del cuerpo cerca de las células
cancerigenas (terapia interna de radiacion). La radioterapia sistémica usa
sustancias radioactivas, como anticuerpos monoclonales radiomarcados, que viajan
en la sangre a los tejidos a través del cuerpo.® Existen buenos estudios clinicos en
segunda fase que han comprobado la eficacia de la radioterapia sistémica en
co5¢,pOnjunto con la quimioterapia en la disminucion de tumores en cancer de

mama.®
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La cirugia y la radioterapia son las principales modalidades empleadas en el
tratamiento del cdncer en los pacientes que presentan tumores especificamente
localizados. En los casos donde se presenta metastasis diseminada o el tumor esta
en un sitio de dificil acceso para ser removido mediante reseccion quirdrgica se
emplea la quimioterapia. Esta técnica tiene la capacidad de disminuir las células
cancerigenas reduciendo el volumen y el nUmero de tumores; o en los casos menos
afortunados proporcionar un efecto paliativo en términos de prolongacion de la vida

o control de sintomas .%:10-

2.2.2. Tratamiento empleando quimioterapia

Se conoce como quimioterapia, el empleo de farmacos en el tratamiento de
enfermedades neoplasicas con la finalidad de destruir las células cancerigenas. !
La quimioterapia puede tener un efecto adyuvante, cuando se emplea para reducir
el tamafio de un tumor antes de la cirugia o la radioterapia; o adyuvante cuando se
emplea con el objetivo de destruir las células cancerigenas que permanecen
después del tratamiento con otras técnicas. De forma que el efecto terapéutico de
la guimioterapia consiste en destruir las células cancerigenas, ejercer un efecto
sinérgico con otros tratamientos o matar las células cancerigenas recurrentes o que

se han diseminado en el cuerpo. ©

2.2.2.1. Primeros esfuerzos

La era de la quimioterapia comenz6 en 1940 con el empleo de compuestos
de tipo antifolatos y mostazas nitrogenadas. Louis Goodman y Alfred Gilman
comenzaron a estudiar el potencial terapéutico de una serie de compuestos
descubiertas durante la guerra entre ellas las mostazas nitrogenadas. En 1942 estos
investigadores emplearon dicha sustancia en el tratamiento de pacientes con

linfoma no Hodking avanzado observando regresion de tumores.?

La informacion obtenida los condujo posteriormente a estudiar el mecanismo
de accion demostrando la formacion de un intermediario alquilante el cual reacciona

con sitios donadores de electrones en proteinas y acidos nucleicos; y se establecio
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el principio de que los tumores pueden ser mas susceptibles a ciertas sustancas

que las células normales.*?

El descubrimiento de que el agente alquilante forma un enlace covalente con
el DNA se realiz6 aflos mas tarde mediante estudios que demostraron sitios
especificos de alquilacion en las bases nitrogenadas de tipo purinas, conduciendo
al entrecruzamiento de cadenas y la induccion de apoptosis. Sin embargo,
Goodman y Gilman notaron pronto que los tumores rapidamente se volvian

resistentes a los farmacos.

Los antifolatos constituyen la primera clase de antimetabolitos empleados. El
patdlogo Sydney Faber desarrollé analogos de folatos como el amonofterina
capaces de lograr por primera vez remision en nifios con leucemia linfoblastica
aguda. La actividad de estas sustancias, ahora conocidas como agentes
estabilizantes, establecié que la leucemia linfoblastica aguda era tratable y genero
optimismo en que otras enfermedades malignas podian ser tratadas con farmacos
anticancerigenos en el futuro. Por razones que no estan completamente claras, pero
que se atribuyen a la toxicidad impredecible del amonofterina, este farmaco fue
remplazado por el metotrexato en los anos 50’s, un analogo de antifolato menos

potente que su predecesor pero con un mejor indice terapéutico. 12

Como agente unico, el metotrexato demostrd tener actividad antitumoral en
una serie de neoplasias epiteliales, incluyendo cancer de mama, ovario, vejiga,
cabezay cuello. Sin embargo, sus efectos mas notables fueron reconocidos en dos
tumores poco comunes. Mas tarde se descubrié que el metotrexato podria curar el
coriocarcinoma, una neoplasia de células germinales que se origina en las células
trofoblasticas de la placenta. Este fue el primer tumor sélido que se curd por

quimioterapia en humanos.!?

La base de los efectos selectivos de estos agentes frente a las células
tumorales y al tejido normal no era evidente a partir de los primeros experimentos
de laboratorio o clinicos. Tras una década de estudios se observo que los antifolatos

inhiben especificamente la dihidrofolato reductasa (DHFR). Posteriormente, Joseph

6
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Bertino y colaboradores propusieron que la accion del metotrexato depende del
transporte activo en las células a través del transportador de folato reducido 1 (RFT-
1), su conversion a un poliglutamato intracelular de larga vida y su union a DHFR,
lo que conduce a la inhibicion de la sintesis de timidilato y purinas, induciendo a la

apoptosis.?
2.2.2.2. Principios de la quimioterapia moderna

George Hitchings y Gertrude Elion sintetizaron analogos de purinas como la
6-mercaptopurina y demostraron que pequefios cambios en compuestos empleados
por las células podian inhibir el crecimiento de tumores, inhibiendo los primeros

pasos en la sintesis de RNA y DNA. 12

La investigacién en productos naturales, ha resultado durante las ultimas
décadas una fuente significativa de farmacos anticancerigenos, como es el caso de
los alcaloides de la vinca (los cuales se discutiran a profundidad en los paginas
posteriores), las camptotecinas, efotilones y taxanos. Adicionalmente, existen
también ejemplos de productos naturales en fases clinicas o recientemente

descubiertos de origen marino como las briostatinas.314
2.2.2.3. Farmacos ampliamente empleados en la quimioterapia

La quimioterapia involucra el uso de moléculas de bajo o alto peso molecular
gue destruyen las células tumorales selectivamente o al menos limitar su
proliferacion. Los farmacos anticancerigenos empleados en la terapéutica del
cancer atacan a diversas dianas biolégicas, y poseen diferentes mecanismos de
accion. Los grupos de farmacos mas representativos, de acuerdo a su mecanismo
de accion, son: agentes que interactian con el DNA, antimetabolitos, hormonas,
anticuerpos monoclonales, agentes de moléculas dirigidas, y agentes

antitubulinicos.1516
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2.2.2.4. Agentes que interactian con DNA

Estos agentes tienen como diana biologica el DNA, dicha macromolécula es
de alta importancia por ejercer un rol vital en la célula al controlar procesos como la
replicacion, transcripcion y expresion de genes, todos estos procesos clave en el
desarrollo y la division celular. Los farmacos que interactian con el DNA constituyen
un grupo de farmacos anticancerigenos, los cuales actuan a través de varios

mecanismos, como se describe a continuacion.

2.2.2.4.1. Agentes alquilantes

Los agentes alquilantes son entidades electrofilicas que reaccionan con
fragmentos nucleofilicos del ADN o de las proteinas dando como resultado la
transferencia covalente de un grupo alquilo. El efecto citotéxico de estos agentes se
debe principalmente a la alquilaciéon de bases de DNA que pueden perjudicar
procesos de DNA esenciales tales como replicacion y/o transcripcion de ADN,

Algunos ejemplos de intercalantes clasicos se muestran en la figura 2 1/

: O\ /9 N
/P\ /R»] (/ / CONH2
N N HN
R3 2 N:N\
N—CHj
/
Oxazofoforinas R Triazanes e hidrazinas
R
Q I 0 ('s)' 1
CH3—S—O/\H\/ 5 CHs j;N_Ra
I (@]
0] R2 R, Etileniminas

Alquilsulfonatos

Figura 2.- Agentes Alquilantes
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2.2.2.4.2. Agentes intercalantes

Los intercalantes son generalmente moléculas planas y aromaticas que
pueden unirse de manera covalente o no covalente entre los pares de bases
aromaticos del DNA o el RNA, que logran destruir las células cancerigenas dafiando
el DNA y deteniendo la division celular. Los agentes intercalantes tienen la facultad
de insertarse de forma axial o paralela respecto al eje establecido por los pares de
bases.!8

Los sustituyentes presentes en los intercalantes aromaticos dictan la
magnitud con la que se intercalara el farmaco en el DNA. Algunos factores que
determinan la actividad y ejercen influencia en la selectividad son el tamafio, la

conformacion del ligando y los sustituyentes. 8

Entre los compuestos anticancerigenos utilizados en la clinica y que siguen
este mecanismo destaca la actinomicina D, la cual es usada en el tratamiento de
diferentes tipos de cancer como sarcomas, nefroblastoma, tumor de células
germinales y melanoma; un derivado de la antraciclina, la daunorrubicina, es usado
en el tratamiento de leucemia mieloide aguda, neuroblastoma y leucemia mieloide
cronica; la doxorrubicina se utiliza principalmente en el tratamiento del linfoma de
Hodgkin; la mitoxantrona, la cual es un farmaco usado en el tratamiento de cancer
de mama metastasico y el linfoma no hodgkiniano; asi como la amsacrina (m-
AMSA), que es un agente antineoplasico que ha sido usado en el tratamiento de la
leucemia linfoblastica aguda. Las estructuras de los agentes intercalantes mas

estudiados se muestran en la Figura 3.
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Figura 3. Agentes intercalantes de DNA

2.2.2.4.3. Inhibidores de topoisomerasas

El estado topolégico del DNA en la célula es modulado por enzimas
conocidas como topoisomerasas, mismas que regulan el sub- y sobre enrollamiento,
remueven los nudos y deformaciones del material genético creando cortes
transitorios en el esqueleto de azucar-fosfato de la doble hélice. Se conocen dos
tipos, la Topoisomerasa | y la Topoisomerasa I, responsables del desenrollamiento
de la doble hélice del DNA durante la replicacion. Entre los farmacos que actian

sobre estas enzimas estan el irinotecano, el topotecano y el etopdsido.®

La topoisomerasa Il ha sido identificada como el sitio de accion de algunos
de los farmacos quimioterapéuticos mas usados en la clinica contra el cancer, entre
los que se incluye la doxorrubicina (adriamicina), actinomicina D, las
epipodofilotoxinas, etopdsido y tenopdsido, las estrusturas moleculares de éstas

moléculas se presentan en la Figura 4.

10
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Irinotecan

—
Etopédsido
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Figura 4.- Inhibidores de la Topoisomerasa

2.2.2.4.4. Agentes Reticulantes (Cross-linking agents)

Los agentes de reticulacion funcionan uniéndose al ADN resultante de una
union cruzada de DNA intra-hebra o de cadena. Los compuestos de Platino -
cisplatino, Carboplatino,oxaliplatino- y las mostazas nitrogenadas — ciclofosfamida,
ifosfamida- son ejemplos de este tipo de anticancerigenos. Los compuestos de

nitrosurea, busulfan y tifea son también agentes de reticulacion.?°

H, 0 CI
0+.-0 N O H3N O
\/Sio\/\/\o>s/\ (:r :Pt
0”70 H 0 3N o L/NH
2 o)
Busulfan Oxalilplatino Carboplatino Ciclofosfamida

Figura 5.- Agentes Reticulantes

2.2.2.5. Antimetabolitos

Los antimetabolitos son agentes citotoxicos que se asemejan
estructuralmente a las purinas y pirimidinas naturales. Tienen dos modos de accion:
la inhibicion de las enzimas clave implicadas en la sintesis de ADN, y la

incorporacion en el ADN y el ARN para causar rupturas de la cadena o conducir a
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la terminacion de la sintesis de cadena. Estos farmacos actian generalmente en la

fase S del ciclo celular. 21

Su principal caracteristica se basa en la interaccion con vias biosintéticas
esenciales, empleando analogos estructurales de metabolitos naturales comunes
involucrados en la sintesis de DNA y RNA, también sustituyen metabolitos que son

normalmente incorporadas al DNA o compiten por el sitio catalitico de la enzima.®

Algunos farmacos representativos de esta categoria, son el 5-fluorouracilo,
el metotrexato, del cual se discutié su descubrimiento en las paginas previas, , la

mercaptopurina y la gemcitabina, mostrados en la figura 6. *°

S F
.y L
<\N ’ NJ HN NH

H

Y
3 O =
mercaptopurina 5-fluorouracilo | /L

HO N~ o
NH, o.F
N7 NS N
)I\ | OH H
= =
H,NT ONT N metotrexato gemcitabina

Figura 6. Farmacos Antimetabolitos
2.2.2.6. Agentes Hormonales

Los tumores que surgen en tejidos sensibles a las hormonas como mama,
Gtero o glandula prostatica son, en algunas ocasiones, dependientes de hormonas.
Este efecto esta relacionado con la presencia de receptores hormonales en las
células malignas. Se ha llevado a cabo una gran cantidad de investigacion sobre el
mecanismo de accion de los receptores de hormonas esteroides, que han ayudado
a identificar blancos moleculares potenciales en las células que podrian utilizarse

para prevenir o tratar padecimientos como el cancer de mama.??

El crecimiento de tumores puede ser inhibido por agonistas o antagonistas
hormonales, o por agentes que inhiben la sintesis de la hormona. Las hormonas o
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sus analogos que tienen acciones inhibitorias sobre los tejidos diana pueden usarse
en el tratamiento de tumores presentes en los tejidos antes mencionados. Tales
procedimientos por si solos rara vez producen una cura, sin embargo, suelen

retardar el crecimiento tumoral y mitigan los sintomas del cancer.®

Las hormonas esteroideas incluyen estrégenos, progesterona y andrégenos;
se biosintetizan a partir de una molécula madre comun, el colesterol, mediante de
una reaccion catalizada por varias enzimas para producir una amplia variedad de
hormonas para diferentes tejidos y érganos diana. Los estrégenos tienen efectos
significativos sobre el crecimiento, la diferenciacion y el funcionamiento de muchos
tejidos tales como el seno, el Gtero, el sistema cardiovascular, el cerebro y el tracto

urogenital tanto de hombres como de mujeres.?3

Los moduladores selectivos del receptor de estrogeno actian como
competidores vinculantes de los estrogenos y bloquean sus efectos. ElI miembro
mas comun vy utilizado con éxito de este grupo es el tamoxifeno, que es un anti-
estrdgeno no esteroideo que antagoniza los efectos de los estrégenos y se utiliza

en la prevencion y el tratamiento del cancer de mama.??

También existen farmacos que actian selectivamente sobre los receptores
de estrégeno, causando regulacion a la baja, estos anti-estrégenos carecen de
actividad agonista; uno de los miembros mas ampliamente utilizados es el
fulvestrant —anti-estrogeno esteroideo — el cual puede bloquear completamente la
actividad estimuladora de estrogenos y la actividad agonista parcial de los SERMs

(Moduladores selectivos de receptores de estrégenos). 23

Los inhibidores de la aromatasa corresponden a otro grupo de farmacos
empleados que tienen el potencial de reducir los receptores de tumores mediante la
sinergia con los inhibidores de la COX-2. Estos farmacos bloquean la produccion de
estrogenos a partir de androgenos, que es la principal via de produccion de
estrogenos en mujeres posmenopausicas y no embarazadas, asi como de otros
sitios y tejidos en todo el cuerpo. Se ha observado que el estrogeno presente en los

tejidos facilita la patogénesis del cancer de mama. Por lo tanto, estos farmacos
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bloquean la enzima implicada en la biosintesis de estrogenos (aromatasa citocromo
P450 o estrébgenos sintetasa), y se usan comunmente en mujeres
posmenopausicas. Estos farmacos se clasifican en Inhibidores esteroideos
irreversibles, tales como el exemestano (Aromasin) que forman una union
permanente con el complejo de la enzima aromatasa. Y en inhibidores no-
esteroideos, tales como el anastrozol (Arimidex) y letrozol (Femara) que inhiben la

enzima por competicion reversible.

Los farmacos de acciéon hormonal previamente discutidos y empleados

ampliamente en cancer de seno, se muestran en la Tabla 1. %2

Tabla 1.- Farmacos anticancerigenos de accién hormonal mas comunes empleados

en la terapéutica 2% 23

Tipo de farmaco de _
» Ejemplos
accion hormonal

Buserelina, dietilestilbestrol, etinilestradiol, goserelina,

Hormonas histrelina, lanreotide, leuprorelina, medroxiprogesterona,
/Anéalogos megestrol, norhisterona, triptorelina, octreotido,
pasreotido

) Bicalutamida, ciproterona, degarelix, flutamida,
Antagonistas ) _ )
fulvestrant, mitotano, tamoxifeno, toremifeno

Inhibidores de la _
Anastrozol, exemastina, letrozol
aromatasa

2.2.2.7. Anticuerpos monoclonales

Es objetivo primordial, en el desarrollo de farmacos anticancerigenos es
mejorar la eficacia de los farmacos convencionales sin afiadir mayor toxicidad
sistémica. Los anticuerpos monoclonales son tal vez la clase mas prometedora de
agentes en el tratamiento de las leucemias. Los anticuerpos monoclonales tienen

especificamente como diana biolégica antigenos asociados a leucemia, de forma
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que los anticuerpos potencian la efectividad de tratamientos presentando una
considerable disminuciéon de la toxicidad no especifica?® A continuacion se
describen algunos de los farmacos que emplean anticuerpos mas utilizados. Varios

de ellos se resumen también en la Tabla 2.

El Rituximab es un anticuerpo monoclonal que se utiliza (en combinacién con
otros agentes quimioterapéuticos) para el tratamiento de ciertos tipos de linfoma.
Induce lisis de los linfocitos B uniéndose a la proteina CD20. También sensibiliza
células resistentes a otros farmacos quimioterapéuticos. Es eficaz en el 40-50% de

los casos cuando se combina con la quimioterapia estandar.?*

Trastuzumab (Herceptin) es un anticuerpo monoclonal murino humanizado
que se une a una proteina oncogénica denominada HER?2 (el receptor 2 del factor
de crecimiento epidérmico humano), miembro de la familia mas amplia de
receptores con actividad integral de tirosincinasa. Existe evidencia de que, ademas
de inducir respuestas inmunitarias del huésped, el trastuzumab induce inhibidores
del ciclo celular p21 y p27. Las células tumorales en aproximadamente el 25% de
los pacientes con cancer de mama sobreexpresan este receptor y el cancer prolifera
rapidamente. Los primeros resultados muestran que el trastuzumab administrado
con quimioterapia estandar ha dado como resultado una tasa de supervivencia de
79% a 1 afio en pacientes sin tratamiento con esta forma agresiva de cancer de

mama. El fairmaco se administra a menudo con un taxano como el docetaxel.?®

Bevacizumab es un anticuerpo monoclonal humanizado que se utiliza para el
tratamiento del cancer colorrectal, pero se espera que también sea util para el
tratamiento de otros tipos de cancer. Neutraliza el VEGF (factor de crecimiento
endotelial vascular), evitando asi la angiogénesis que es crucial para la

supervivencia del tumor.26

Catumaxomab se une a una molécula de adhesion epitelial, EpCAM, que se
sobreexpresa en algunas células malignas. El anticuerpo se une a esta molécula de
adhesion y también a los linfocitos T y a las células presentadoras de antigenos,

facilitando asi la accion del sistema inmune en la eliminaciéon del cancer.
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Tabla 2.- Farmacos basados en anticuerpos monoclonales.

Grupo Ejemplos Mecanismo
_ _ Detiene la proliferacion
Anti-EGF, EGF-2 Panitumumab, trastuzumab
celular
Anti-CD20 / CD30 / _ o Inhibicién de la
Brentixumab, ofatumab, rituximab _ , _ _
CD52 proliferacion de linfocitos
_ Vincula las moléculas de
Anti-CD3 / EpCAM _
Catumexomab adhesion que promueven
o0 CTLA-4
la muerte celular
Anti-VEGF Bevacizumab Previene angiogénesis

2.2.2.8. Terapia dirigida (Targeted Cancer Therapy)

Tras multiples esfuerzos, el descubrimiento de farmacos anticancerigenos se
vio revolucionado con los resultados obtenidos a partir de las investigaciones de la
terapia dirigida —targeted cancer therapy- un tipo de tratamiento que busca
interactuar especificamente con una diana biolégica particular involucrada en el
proceso que se desea modificar, minimizando interacciones secundarias con otros
blancos biolégicos. 2’ Es necesario destacar que la terapia dirigida es posible
gracias a los avances en el conocimiento de la naturaleza del cancer y a la
identificacion de los procesos que se alteran en el curso del mismo. Por ende, como
resultado de la terapia dirigida se ha logrado el desarrollo de farmacos mas eficaces,
con citotoxicidad a sitios dirigidos y adicionalmente con mecanismos de accién que
interfieren directa y especificamente en los procesos blancos.

Las investigaciones actuales se centran en el ataque preciso a los procesos
“‘blanco” mencionados en la Tabla 3. Dichas investigaciones han resultado en
moléculas en fase clinica con gran potencial, asi como en farmacos ya empleados
en la terapia clinica. Lo que se busca al atacar un sitio blanco especifico es mejorar
el efecto anticancerigeno y disminuir la toxicidad sistémica que los farmacos

clasicos ocasionan.
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Tabla 3. Mecanismos de accién terapéuticos de los farmacos anticancerigenos DE
LA TERAPIA ENFOCADA.6

Proceso blanco

Mecanismo de accién

terapéutico

Blanco biolégico / Farmaco

Apoptosis
Sefalizacion

Invasion/
Metastasis

Angiogenesis

Tumores
asociados a
proteinas de
membrana

Replicacion

Silenciador de
proteinas

Epigenética

Respuesta a
estrés

Activacion de Vias de apoptosis

Interferencia con sefales de
transduccién / respuesta

Inhibicién esparcimiento de
tumores

Interferencia con el suministro

sanguineo a tumores

Anticuerpos especificos
citotoxicos

Interferencia con sintesis de DNA
y division celular.

Inhibicién del proceso de
aceleracion de proteinas de

degradacién

Remodeladores de cromatina,
Metiladores de DNA

Interferencia con el estrés celular

BCL2

ABL (Gleevec; novartis)

Cathepsin K

VEGF (Avastin;
Genentech/Roche)

CD20 (Rituxan; Biogen
Idec/Genetech)

Microtubulos (Taxol)

Proteosoma (Velcade;
Millennium Pharmaceuticals)

Interacciones con HDAC
Interacciones DNMT

Muperfamilia
ATPasa/Chaperonas

Un amplio nimero de tumores sobreexpresan receptores de factor de

crecimiento, por lo tanto estimulan la proliferacién celular y el crecimiento tumoral,

lo anterior puede ser inhibido mediante el empleo de anticuerpos monoclonales

(discutidos previamente) o inhibidores de tirosincinasas.

Muchas de las dianas moleculares prometedoras son los receptores de

tirosincinasa, cuyos inhibidores. Existen farmacos inhibidores como el imatinib que
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previenen la sefializacién provocada por factores de crecimiento inhibiendo cinasas
oncogénicas especificas; otros ejercen su efecto por inhibicion de las tirosincinasas
receptoras especificas, como el farmaco erlotrip, afin al receptor de EGF; o ya sea
inhibiendo varias cinasas asociadas a receptores como sorefenib empleado en

carcinoma avanzado de células renales.6:28
2.3. Farmacos inhibidores de la Tubulina
2.3.1 Ciclo celular

Es importante entender el mecanismo del ciclo celular, para comprender el
efecto bioldgico producido por los farmacos anticancerigenos que afectan alguna

de las diferentes etapas del ciclo celular.

El ciclo celular consta de cuatro fases ordenadas y estrictamente reguladas
(denominadas G1, S, G2 y M). La sintesis de ADN (fase S) y la separacion de dos
células hijas (fase M) son los principales pasos de la progresion del ciclo celular. El
periodo de compromiso con la progresion del ciclo celular que precede a la fase S
es la fase G1, durante la cual las células se preparan para iniciar la sintesis de ADN.
Posteriormente, el periodo entre las fases S y M se denomina fase G2. Esta
importante fase permite a las células reparar los errores que se producen durante
la replicacion del ADN. En células normales, la progresion del ciclo celular puede
ser controlada en respuesta a diversos estimulos mitogénicos y anti-mitogénicos,
resultando en la modulacién de diversos mecanismos moleculares. Las diferentes
cascadas de sefalizacion pueden regular las proteinas del ciclo celular, la expresiéon

génica, las modificaciones post-traduccionales y la degradacién de proteinas.?°
2.3.1.1 Regulacion de la Expresion de ciclinas y progresion del ciclo celular

Las ciclinas son proteinas celulares responsables de la regulacion de las
cinasas serina/ treonina llamadas Cinasas dependientes de ciclina. Se caracterizan
por dos secuencias criticas para su funcion: la "caja de ciclina”, esencial para su
interaccion con Cdks especificos, y la "caja de destruccion”, requerida para su

degradacion por el proteosoma. Esta ultima también se conoce como secuencia
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PEST (prolina (P), acido glutamico (E), serina (S) y treonina (T)). Mientras que las
moléculas de Cdk se expresan de forma estable a lo largo del ciclo celular, las
ciclinas especificas se sintetizan rdpidamente y se degradan durante cada fase.

A medida que G1 comienza, la ciclina D se sintetiza rapidamente e interactta
con Cdk4 o Cdk6 dependiendo del tipo de célula para formar un complejo estable
que permanece activo durante toda la fase G1. Durante el ultimo G1, la ciclina E
comienza a ser sintetizada; Esto enlaza y activa Cdk2. El nivel de ciclina E alcanza
un pico durante la transicion G1-S y disminuye durante la fase S. Al final de G1,
también comienza a expresarse la ciclina A; Esto se asocia con Cdk2, formando el

complejo Cdk2 / ciclina A que es esencial para la replicacion del ADN.

En contraste con la ciclina E, la ciclina A aumenta durante la fase S, alcanza
un maximo al comienzo de la mitosis (profase) y se degrada rapidamente durante
la metafase posterior. La ciclina A también puede unir y activar Cdk1, cuya actividad
es necesaria para iniciar y completar la mitosis. Sin embargo, se cree que la
activacion fisiolégica de Cdk1l ocurre a través de la interaccion con ciclinas B, que
se expresan durante la fase S tardia y se degradan rapidamente una vez que se ha
completado la mitosis. Los complejos Cdk / ciclina se activan por fosforilacién de un
residuo de treonina de Cdk especifico que provoca un cambio conformacional que
desenmascara el sitio activo de quinasa. La fosforilacion de Cdk y la activacion son
llevadas a cabo por el complejo de quinasa activadora de Cdk (CAK) que contiene
Cdk7, ciclina H y ménage a trois 1 (MAT1). Una vez activados, los complejos Cdk /
ciclina pueden ser inhibidos por un segundo evento de fosforilacion en un residuo
de tirosina terminal especifico por una quinasa diferente, la quinasa Wee. La
fosfatasa Cdc25 puede aliviar esta inhibicion eliminando el grupo fosfato. La
actividad de Cdk se sintoniza fina y rapidamente mediante sucesos de fosforilacién
| desfosforilacion a lo largo del ciclo celular. 293! La expresion de las proteinas

reguladoras se presenta en la Figura 7.
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Ciclina B (CDk 1)

/M\

CiclinaD
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S, g

Ciclina E (CDk 2)

Figura 7.- Proteinas reguladoras del ciclo celular.
2.3.1.2. Inhibidores de ciclinas y puntos de control del ciclo celular

Los inhibidores de Cdk y la actividad Cdk cinasa del Ciclo Celular puntos de
control, ("Checkpoints") pueden ser regulados negativamente por las proteinas CKI
(inhibidor de CDK). En los mamiferos, se han identificado dos subgrupos CKI
principales: uno incluye p16 (INK4A), p15 (INK4B), p18 (INK4C) y p19 (INK4D), que
inhiben especificamente la actividad Cdk4 y Cdk6, mientras que el otro subgrupo
incluye p21 (CIP1 / WAF1), p27 (KIP1) y p57 (KIP2), que actian como inhibidores
generales de Cdk pero que tienen Cdk4 y Cdk2 como dianas preferidas. La actividad
inhibidora de CKI puede deberse al secuestro de Cdk, a la prevencion de la unién a
ciclina ya la posterior activacion (p16) o a la interaccion e inhibicién directa de
complejos Cdk / ciclina activos (p21 y p27). Los CKI desempefian papeles claves
durante la progresion del ciclo celular, ya que son los principales efectores de los
"puntos de control" del ciclo celular, mecanismos de control que detienen el ciclo
celular cuando se presentan anomalias. Por ejemplo, se ha establecido que las

tensiones celulares que conducen al dafio del ADN (por ejemplo, radiaciones y
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mutagénicos quimicos) activan el factor de transcripcion p53 (también conocido
como el "guardidn” del genoma), que a su vez regula positivamente la expresion de

p21, previniendo la fosforilacion de pRb y la progresién del ciclo celular.3?
2.3.1.3. Muerte celular

El principal proceso de muerte celular se denomina muerte celular
programada también conocido como apoptosis, y es un mecanismo activo,
controlado genéticamente, regulado tanto a nivel transcripcional como post-
transcripcional. Durante el proceso apoptético, las células gradualmente se
"degradan” sin liberar su contenido. Sus restos son reconocidos por los macrofagos
0 células circundantes a través de antigenos de superficie especificos y son
eliminados. Por esta razén, la apoptosis no induce los procesos inflamatorios que
resultarian de la lisis celular. Por el contrario, la necrosis es un proceso de muerte
celular en el que se interrumpe la membrana plasmética y se liberan los
componentes celulares. Aungque durante mucho tiempo se consideré el resultado de
un proceso incontrolado, estd emergiendo ahora que la necrosis podria estar

regulada por mecanismos moleculares aun por dilucidar completamente.33
2.3.1.4. Muerte celular programada y farmacos anticancerigenos

La mayoria de los agentes quimioterapéuticos usados en el tratamiento del
cancer desencadenan la apoptosis causando dafio al ADN directamente o
indirectamente. Un grupo importante de agentes quimioterapéuticos es el que se
dirige a las estructuras del citoesqueleto y en particular a los microtubulos. Por
ejemplo, la vincristina y la vinblastina previenen la polimerizacion de la tubulina y
por lo tanto el montaje del huso mitético, dando como resultado la induccién de la
apoptosis. Por el contrario, otros compuestos, como el taxol, estabilizan los
microtubulos; ademas, estos agentes pueden inducir la apoptosis previniendo la
separacién cromos6mica durante la mitosis.®* La mayoria de los farmacos que
atacan la dinamica de los microtubulos tienen la capacidad de inhibir a la proteina

tubulina, de forma que se conocen cominmente como inhibidores de tubulina.
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2.3.2. Microtubulos

Los microtubulos son componentes clave del citoesqueleto, son proteinas
polares poliméricas filamentosas de formas tubulares y largas. Se conforman por
dimeros de a- y B-tubulina y se caracterizan, principalmente, por su alta dinamica
de polimerizacion/despolimerizacion, promoviendo el alongamiento y contraccion de

filamentos. 33:34

Los microtubulos se involucran en funciones celulares tales como
mantenimiento del tamafio de la célula, crecimiento, procesos de transporte
intracelular, sefalizacion celular, motilidad y, principalmente, en la division celular.
En los mamiferos los microtibulos estan presentes en la interfase y durante la
divisién celular, en la cual los microtibulos que constituyen el uso mitético son
dianas terapéuticas altamente sensibles a inhibidores terapéuticos, lo que explica la
razon de que la alteracion de microtabulos constituya un blanco en tratamientos

anticancerigenos y antiparasitarios.3®
2.3.2.1. Dinamica de los microtubulos

Los microtbulos experimentan un proceso conocido como inestabilidad
dindmica a través del cual los polimeros de microtiubulos se someten a periodos
prolongados de ensamblaje seguido de periodos de rapido desmontaje, es decir

ocurre una fluctuacion entre las fases de alargamiento y acortamiento.3¢

De manera general el proceso de inestabilidad dinamica de los microtubulos
se asocia a la fijacion de GTP al final de la tubulina que conforma los microtubulos
creando una capsula GTP-estable que previene microtibulos de las
despolimerizinas cuando ocurre la hidrélisis de GTP, el microtubulo se vuelve
inestable y despolimeriza por la curvatura hacia afuera de protofilamento
individuales. En la Figura 8 se muestra estructura de los microtubulos cuando el
GDP esté sustituido por GTP en las subunidades de la tubulina desarmada y el ciclo

comienza de nuevo repetidamente. 37

22



INFORMACION GENERAL

Formacion de microtubulos

Polimerizacion

Catastrofe Rescate © ©°g¢

4 GTP
L

T 11171 -
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Figura 8.- Dinamica de los microttbulos.3®

La dinamica intracelular de los microtubulos es regulada con alta precision,
algunos factores intrinsecos cémo la asociacibn de microtabulos-proteinas y
proteinas motoras de microtubulos (cinasas) ofrecen un control preciso del proceso;
la actividad del proceso descrito se aprecia incrementada durante la mitosis con
respecto a la interfase, haciendo a las células mitdticas altamente susceptibles a
farmacos cuya diana sean los microtubulos, lo que ha posicionado a los
microtubulos como un blanco importante en el disefio de farmacos
anticancerigenos, puesto que al alterar la dinamica de los microtubulos se previend

la division celular en la mitosis. 39:40
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2.3.2.2. Estructura de la tubulina

Los microtibulos dan lugar a complejas estructuras celulares con diversas
morfologias y comportamientos incluyendo la matriz neuronal compleja. Sus
subunidades estructurales bésicas son las a,B-tubulinas, que en las células
interactan constitutivamente para formar una unidad funcional estable, el
heterodimero de la tubulina. Los heterodimeros de o / B-tubulina se ensamblan
dindmicamente en protofilamentos polarizados, los cuales, por contactos lado a
lado, forman el polimero MT cilindrico y hueco. Las tubulinas se pliegan en
estructuras tridimensionales altamente conservadas que forman el cuerpo globular
compacto de la proteina y terminan con colas C-terminales cargadas negativamente
y estructuradas. Esta estructura global de tubulina es invariable entre todos los
isotipos de tubulina y se conserva en todas las especies eucariotas, o que explica
el alto grado de conservacion de la estructura de los microtdbulos a lo largo de la
evolucion. Sorprendentemente, la estructuras 3D de las subunidades de las
subunidades a / B-tubulina son muy similares, a pesar de que comparten solamente

aproximadamente un 40% de homologia de aminoacidos.*!

Enla Figura 9 se muestra la estructura cristalina del heterodimero de tubulina
[PDB ID1JFF;], donde se ilustran las regiones funcionalmente importantes en la 8-
tubulina. Se destacan los bucles T2, T3, T4, T5, H1-S2 del dominio N-terminal, los
bucles M, H6-H7, T7 y hélice H8 del dominio intermedio y las hélices H11, H12 del
dominio C-terminal. La a-tubulina también sigue el mismo esquema estructural
secundario. Las colas C-terminales de o y B-tubulina, que estan dibujadas

esquematicamente en rosa, no se resuelven en la estructura cristalina.
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Helix 11

Helix 12

H6-H7 loop

Helix 8 — H1-S2 loop

Figura 9 Estructura cristalina del heterodimero de tubulina (PDB ID1JFF).
2.3.2.3. El cédigo de la tubulina

Combinacién de isotipos de tubulina y las modificaciones Post-
Traduccionales (PTMs) se encargan de generar la diversidad de microtibulos en
células y se espera que se traduzca con variaciones de propiedades intrinsecas en
los microtibulos y que sea leido por proteinas asociadas a microtubulos (MAP) y a
proteinas motores. La heterogeneidad de MTs puede ser generada por dos
procesos moleculares diferentes, la expresion de diferentes genes de tubulina,
llamados isotipos (A), o la generacion de PTMs (B). Los isotipos de tubulina son
mas variables dentro de las regiones de la cola C-terminal. Se representa
esquematicamente la secuencia de aminoacidos de todas las colas C-terminales de
o- Yy B-tubulina humana. Las PTMs pueden ocurrir en el cuerpo de la tubulina, o
dentro de la region C-terminal de la cola. La acetilacion de la lisina 40 se localiza
hacia el interior de MTs polimerizadas, mientras que la poliaminacién y la
fosforilacion por Cdkl pueden interferir con el montaje de microtibulos. Las
modificaciones de poliglilacion, poliglicilacion, destirosinacion y seguimiento tienen
lugar en las colas C-terminales de la tubulina y por lo tanto alteran la superficie de

MTs ensambladas. Este proceso se ejemplifica en la Figura 10. 4142
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A | Codigo de la Tubulina \B
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Figura 10.- Cédigo de la tubulina.
2.2.3. Inhibidores de tubulina

Existen varios farmacos que se unen al complejo tubulina-microtdbulos que
poseen la capacidad de interferir con la dinamica de los microtibulos. Dichos
farmacos se conocen como Agentes de unién a tubulina, TBA -Tubulin Binding
Agents- y se consideran como potentes antimitéticos. De acuerdo a su mecanismo
de accidn, se dividen en farmacos estabilizadores y fArmacos desestabilizadores de

microtubulos.3

Los agentes estabilizadores polimerizan la tubulina iniciando la
polimerizacion de dicha proteina, asi como sobre-estabilizando los microtubulos
existentes durante las condiciones normales de desestabilizacion. Por su parte, los
agentes desestabilizantes inician el ensamble de heterémeros de tubulina en
polimeros de microtubulos o despolimerizacion de los ya existentes, reprimen la
dinamica de los microtubulos, inhiben la proliferacion celular retrasando o

bloqueando la transicién de metafase-anafase en la mitosis. 444°
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Los farmacos estabilizadores
0 desestabilizadores, previamente
descritos, poseen afinidad a
diferentes sitios de unién ubicados
en la tubulina.*®> Se sabe que estos
farmacos interacttan con la tubulina
através de al menos cuatro sitios de
unioén: los sitios de la laulimalida,
taxano/epotilona, alcaloides de la
vinca, rifaxozina. y colchicina, como

se muestran en la Figura 1146

Figura 11.- Representacion de los sitios de
union de las moléculas al heterodimero o/p-
tubulina.

T:Taxol, V:Vinblastina, C:Colchicina,
L:Laumalida, R:Rizoxina F, Ep:Epotilona, B,

posible sitio de unién de benzimidazoles.*’

2.3.4. Farmacos estabilizantes de microtUbulos

Los farmacos estabilizantes de microtdbulos (MSA) comparten dos rasgos
comunes a concentraciones micromolares: reducen la concentracién equilibrada de
tubulina libre (concentracion critica) en el sistema in vitro de polimerizacién de
tubulina; a concentraciones submicromolar o nanomolar, se considera que los MSA
suprimen la dinamica de los microtubulos, conduciendo a la formacion de filamentos
mas estables. Es necesario mencionar, que se cree también que los destabilizantes
comparten el mismo mecanismo de supresion que los farmacos estabilizantes

empleados a bajas concentraciones.*?
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Hasta la fecha, al menos dos sitios de union a tubulina para farmacos
estabilizantes han sido confirmados: el sitio de union al taxol localizado en
B-tubulina en el lado luminal y el sitio laulimalida / pelorusida también localizado en

B-tubulina pero en la superficie externa de los microttibulos.*?

Respecto al mecanismo, todo apunta al bloqueo mitético que conlleva a la
muerte celular programada, lo que se ha confirmado entre otras investigaciones, por
medio de andlisis de citometria de flujo, en los cuales se muestran que la mayoria
de las células apoptéticas estan bloqueadas en la etapa G2 / M del ciclo celular;

mientras que algunos se someten a detencién o reintroduccion en la interfase.*®
2.3.4.1. Taxanos

El Paclitaxel se une reversiblemente a microtubulos in vitro, estimulando la
polimerizacion de microtubulos y suprime la inestabilidad de la dinamica de
microtubulos. A altas concentraciones aumenta la masa de los polimeros de
microtubulos como consecuencia de la supresion de la disociacion de tubulina. A
bajas concentraciones detiene la proliferacion celular bloqueando el ciclo celular en
la transicion metafase/anafase conduciendo a la célula a apoptosis.*® Las moléculas
afines al sitio del taxol se unen directamente a la subunidad  del dimero a,B-
tubulina. Los residuos Phe270 y Ala364 ejercen un rol fundamental en la unién de

taxol y analogos. *°

Junto con las antraciclinas, los taxanos son los farmacos citotoxicos mas
eficaces en el tratamiento del cancer de mama puesto que ambos equilibran la
eficacia contra la toxicidad. Recientemente, se ha identificado que en uso
adyuvante, la toxicidad de taxanos en mujeres mayores es mas amplia que en sus
contrapartes mas jovenes. Adicionalmente los taxanos cada vez con mayor
frecuencia se usan solos o combinados con antraciclinas para reducir el riesgo
cardiaco, especialmente en pacientes HER-2 positivos que pueden desarrollar
eventos cardiacos relacionados con trastuzumab. En pacientes de edad avanzada
con metastasis, la administracion semanal de paclitaxel y docetaxel estan entre las

piedras angulares del tratamiento metastasico para pacientes HER-2 positivos, con
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toxicidad generalmente aceptable, y el empleo de taxanos es el tratamiento de

primera eleccion en pacientes con metastasis.>5?

Los farmacos mas usados son el paclitaxel para cancer de ovario, seno,
pulmén, y docetaxel para los padecimientos antes mencionados y cancer de

préstata, cuyas estructuras se presentan en la Figura 12.

MAC-321 (Milataxel) DJ-927 (Teseta) BMS-275183

Figura 12.- Taxanos en uso clinico o ensayo clinico.

2.3.4.2. Derivados de taxol, investigaciones actuales

A continuacion, se presenta informacion de las investigaciones actuales mas
prometedoras en el area de disefio de moléculas con actividad analoga a los
taxanos.
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2.3.4.2.1. Incorporacion de un fluor a la estructura de toxoides.

lowa Ojimay colaboradores, en la universidad Stony Brook disefiaron nuevos

sintetizadas por Ojima y colaboradores se muestran en la Figura 13 53
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Figura 13. Incorporacion de un fldor a la estructura de toxoides.

2.3.4.2.2. Modificaciones estructurales de taxanos

J Fernando Diaz en colaboracién con Ilwao Ojima desarrollaron

farmacos conjugados dirigidos a tumores, que portan un fluorotaxoide. Los atomos
de flior y CFs se incorporaron estratégicamente en los conjugados. Con estas
moléculas esperan tener una alta estabilidad en el plasma sanguineo, mientras que
la liberacién del farmaco en las células cancerosas se desarrolla suavemente. Sin

embargo, aun se busca mejorar la formulacion del farmaco. Las moléculas

cuatro

taxanos con modificaciones quimicas en las posiciones C10 y C13, los cuales
demostraron ser activos contra todos los tipos de lineas celulares resistentes a

taxanos; ya sea que dicha resistencia este dada por mutaciones en el sitio de union
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de B-tubulina o por sobreexpresion del B-lll, un isotipo tubulinico altamente
dindmico. Ademas, caracterizaron la interaccion de taxanos observando alta
actividad con microtubulos en células tumorales resistentes a la quimioterapia y
también estudiaron sus efectos celulares. La propiedad bioquimica mejorada
respecto a otros taxanos es su potencia en la induccion del montaje de la tubulina.
El efecto de los compuestos en la red microtubular es diferente de los observados
con el docetaxel clasico y el paclitaxel, induciendo diferentes agrupaciones en
células con microtubulos muy cortos, indicando un efecto de nucleacion muy rapido
y reflejando su alto poder de inducciébn en el ensamblaje. Las estructuras

modificadas y analizadas se presentan en la Figura 14. >
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Figura 14.- Analogos estructurales de taxanos.
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2.3.4.3. Epotilonas

Las epotilonas son un grupo de compuestos con mecanismos de accién
similares a los taxanos. Las epotilonas, compuestos macrélidos aislados de la
Bacterias gram negativas del grupo de las myxobacterias Sorangium cellulosum, se
dividen en tres grupos principales, epotilonas A, B y D. Aunque estructuralmente
distintas de los taxanos, también estabilizan la microtubulina y comparten regiones
de un farmacdéforo comun. Las epotilonas tienen varias propiedades que favorecen
su desarrollo como farmacos: son mas solubles en agua que los taxanos, parecen
no ser afectados por los mecanismos de resistencia a multiples farmacos, son

activos en lineas celulares resistentes a taxanos y xenoinjertos.>®

Las Epotilonas B son las epotilonas més clinicamente avanzadas como el
caso de ixabepilona (BMS 247560), patupilona (EPO906) y sagopilona (ZK-EPO).
A pesar de diferencias estructurales relativamente menores, estas epotilonas
demuestran perfiles distintos en términos de toxicidad y también de eficacia.
Estudios recientes compararon los efectos de la epotilona A (Epo A) y la epotilona
B (Epo B) en el cancer de ovario con paclitaxel, dichos estudios indican una eficacia

superior a los taxanos.55:%¢

El 16 de octubre de 2007, la FDA (Agencia de Alimentos y Medicamentos)
aprobd la ixabepilona para inyeccion (Ixempra ™, fabricada por Bristol-Myers
Squibb) para las dos indicaciones siguientes: en combinacion con capecitabina para
el tratamiento de pacientes con cancer de mama metastasico o localmente
avanzado resistente al tratamiento con una antraciclina y un taxano, o cuyo cancer
es resistente a los taxanos y para los que estd contraindicada la terapia con
antraciclinas. Adicionalmente, la ixabepilona esta indicada como monoterapia para
el tratamiento del cancer de mama metastasico o localmente avanzado, en
pacientes cuyos tumores son resistentes o refractarios a antraciclinas, taxanos y

capecitabina.®’

La Sagopilona que se empleaba en el tratamiento de varios tipos de cancer,

tras la conclusion de un ensayo clinico en 2013 fue aprobada como terapia para
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tratar el melanoma. Las sagopilanas mas significativas se muestran en la Figura
15.58

0O OH O
Epotilona A: R=H
Epotilona B: R=CH3 Ixabepilona

BMS-310705 KOS 862 (Epotilona D) KOS 1584

Figura 15. Epotilonas en uso clinico o ensayo clinico.
2.3.4.4. Derivados de epotilonas, investigaciones actuales

2.3.4.4.1. Sintesis de compuestos que presentan metilaciones en la

estructura de la Epotilona D

Yue Chen y colaboradores completaron la sintesis total de epotilona D y sus
anélogos con metilaciones en el carbono 9, mediante una estrategia combinatoria,
la cual involucré un precursor comuan y varios aldehidos. El enfoque combinatorio
es altamente eficiente para la preparacion de anélogos de epotilona con
modificacion en la posicion C9. También realizaron estudios computacionales para
determinar la conformacion bioactiva y explicar la actividad biologica. Uno de los
compuestos preparados mostré una actividad significativamente mayor
(aproximadamente 35 veces) que Epotilona D. También realizaron estudios de
polimerizacién de la tubulina y los resultados fueron consistentes con la inhibicion

de la actividad de nuevo crecimiento de las células cancerosas. La epotilona D y las
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estructuras de los analogos generados en esta investigacion se muestran en la
Figura 16 .%°

Epotilona D (R)-9-methyl-epo-D (S)-9-methyl-epo-D

Figura 16. Epo D y sus analogos metilados.
2.3.4.5. Laulimalida

Propician la estabilidad de los microtubulos mediante la estabilidad del bucle
M de la B-tubulina y por interaccion con un segundo dimero de tubulina del
protofilamento adyacente. Estabilizan alostéricamente el circuito M del sitio de
taxano que establece contactos tubulinicos laterales en los microtabulos.
Estabilizan sinérgicamente el sitio de los taxanos, por lo que la administracion

conjunta ejerce un efecto alostérico favoreciendo la unién de los taxanos.°

Las moléculas representativas de este grupo son Laulimalida y Pelorusida A
(Figura 17). La Laulimalida ha mostrado buenos resultados en estudios basados de
inhibicién de crecimiento de células cancerigenas y resultados optimistas también
en estudios de farmacocinética. Esta molécula al igual que otros estabilizantes de

microtUbulos inhibe la migracion celular.!

Por su parte Pelorusida A presenta resultados prometedores en estudios
preclinicos en ratones, mostrando una regresion tumoral superior a los taxanos.
Aunque hasta el momento no hay ensayos clinicos que evalien su eficiencia.

Adicionalmente, inhibe la migracién celular y la formacion de tubos capilares
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(resultados no publicados). También reduce la progresion de la esclerosis multiple

en un modelo de raton.5?

Laumalida Perulosida A
Figura 17.- Estructuras moleculares de Laumalida y Pelorusida A
2.3.4.6. Pelurosida y Alzheimer

En pacientes con Alzheimer se observa pérdida severa de la estabilidad de
microtubulos debido a la presencia de proteina tau, principalmente por
hiperfosforilacion, plegamiento anormal y arresto de la tau en agregados insolubles.
Muchos estudios han proporcionado fuerte evidencia de que estabilizadores de
microtubulos, especialmente analogos de Pelurosida A pueden ser empleados para
compensar la pérdida de estabilidad de los microtibulos por acciéon de la antes
mencionada Tau. Por tal motivo la Pelurosida A ha comenzado a ser investigada
como un farmaco potencial en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas

como el Alzheimer adicionalmente a su efecto anticancerigeno.®3
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2.3.5. Farmacos desestabilizantes de microtubulos

Esta clase de farmacos se une a los dimeros de tubulina y previenen su
ensamblaje en la despolimerizacién de microtdbulos. En células tratadas con estos
farmacos se aprecia pérdida completa de las redes de microtibulos. Los farmacos
desestabilizantes de microtibulos pueden unirse dentro de la tubulina al sitio de la
Vinca o al de la colchicina, ambos ampliamente estudiados.®* Al igual que en el caso
de los farmacos estabilizantes, existen varios farmacos de este subgrupo
empleados desde hace varios afios, algunos otros potenciales farmacos se
encuentran en estudios clinicos y existe un amplio nimero de investigaciones en
torno a este tema. En las siguientes paginas se describiran los farmacos
desestabilizantes de microtibulos mas comunes y los avances mas representativos

en el desarrollo de farmacos con actividad analoga.
2.3.5.1. Alcaloides de la Vinca

Los alcaloides de la vinca se han usado medicinalmente desde el 1600s; sin
embargo, su actividad anti-proliferativa no fue descubierta hasta finales de los afios
1950s.44

El dominio de la vinca se localiza en la interfase interdimérica a3 (entre dos
heterodimeros) con secuencias primarias alrededor de a-339 y -390 residuos; la
union de ligandos en este sitio inhibe el ensamblaje de la tubulina, causando una
"cufia" entre los dos heterodimeros. Esto da como resultado una reticulacion
longitudinal de dos heterodimeros en la interfase interdimérica y bloquea la interfase
requerida para la polimerizacibn. Como consecuencia se tiene una célula no
dividida, con cromosomas enteros. A diferencia de la colchicina, los alcaloides de la
vinca se unen a tubulina rapidamente y de forma reversible. 465 En la Figura 18 se
presenta un esquema que representa el comportamiento de los microtubulos en

presencia de los alcaloides de la vinca.
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Figura 18.- Despolimerizacion de microtubulos tras la exposicion a alcaloides de la vinca

La vincristina y la vinblastina son moléculas complejas producidas por las
hojas de la rosacea Catharanthus roseus (Vinca rosea). La vincristina, también
conocida como leurocristina, es un farmaco empleado para tratar varios tipos de
cancer. Esto incluye la leucemia linfocitica aguda, la leucemia mieloide aguda, la
enfermedad de Hodgkin, el neuroblastoma y el cancer de pulmoén de células

pequefias, entre otros.%®

El sulfato de vincristina esta indicado en la leucemia aguda. En combinacién
con otros farmacos se usa para tratar la enfermedad de Hodgkin, linfomas malignos
no Hodgkin, rabdomiosarcoma, neuroblastoma, tumor de Wilms, sarcoma

ostedgenico, cancer de mama y leucemia.®®

La Vinorelbina es empleada para el tratamiento de linfomas, cancer de
pulmon y de mama. Recientemente, el estudio clinico NCT00702182 demostré que
la administracion de este farmaco en combinacién con Erlotinib posee un efecto

sinérgico en el tratamiento de cancer de células de pulmén no pequefias.®® La
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Vinorelbina se encuentra también en estudios clinicos en tratamiento conjunto con
Lapatinib (un inhibidor de la tirosincinasa) como posible herramienta en el
tratamiento del cancer de mama, ademdas se encuentra en curso otro estudio en

pacientes pediatricos con glioma de bajo grado.®’

La vinflunina es un nuevo miembro de la familia de los alcaloides de la vinca
caracterizado por su actividad antitumoral superior en comparacion con la de los
farmacos previos de la misma familia. La vinflunina tiene caracteristicas distintas en
comparacion con la vinorelbina: ha mostrado tener mayor actividad antitumoral
contra un gran panel de xenoinjertos tumorales humanos; Se une con relativamente
poca afinidad a la tubulina, lo que sugiere un perfil de tolerancia mejorado como
resultado de una menor neurotoxicidad. Los estudios preclinicos mostraron que las
lineas celulares P388 de leucemia resistentes a la vinorelbina son sensibles a la
vinflunina debido a sus efectos mejorados en las vias apoptoticas que siguen a la
detencion de G2 / M. El perfil farmacolégico mejorado de la vinflunina sobre los
alcaloides de la vinca condujo a iniciar estudios clinicos en 1998. La vinflunina
utilizada en la monoterapia fue aprobada por la EMA para el tratamiento de
pacientes con carcinoma de células transitorias avanzadas o metastasicas del tracto
urotelial (TCCU).68.69

La vinflunina, ademas de emplearse en los casos anteriormente
mencionados, se encuentra en evaluacién en varios ensayos clinicos; administrada
conjuntamente con Pazopanib en cancer urotelial de la vejiga, en cancer de prostata
y recientemente se registr6 un estudio que aun se encuentra en la fase de

reclutamiento de pacientes para estudiar el efecto en caAncer metastasico de pene.”

Las moléculas previamente mencionadas se muestran la Figura 19.
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Figura 19.- Alcaloides de la vinca

Existen productos naturales obtenidos de especies marinas que son también
afines al sitio de unién de los alcaloides de la vinca, y por ende poseen actividad
andloga a los farmacos previamente estudiados. Entre ellos se encuentra la

dolastatina, la soblidotina y la erubulina.

La dolastatina se aisl6 de Dolabella auricularia, liebre marina, y se ha
encontrado que tiene efectos citotoxicos sobre varias células tumorales. Teniendo
en cuenta la muy pequefia cantidad aislada de la liebre marina, se hicieron
esfuerzos para la sintesis total, lo que permitié la obtencion de la dolastatina 10
(Figura 20); se ha demostrado que las dolastatinas inducen la apoptosis en diversas

lineas celulares tumorales, incluyendo cancer de mama, cancer de pulmon,
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leucemias y linfomas. EI mecanismo de induccion de la apoptosis es mas probable
que sea una regulacion positiva de la molécula proapoptética Bax y la regulacion
negativa simultanea de la molécula anti-apoptotica Bcl-2. Las dolastatinas fueron

estudiadas en ensayos clinicos sin embargo no se obtuvieron resultados positivos.’*

\’{/m

H CH3 OCH;©
H3C’N
CH3

Figura 20.- Estructura de ladDolastatina 10

La conjugacion de dolastatinal5 con trastuzumab ha demostrado un efecto
sinérgico para inhibir las células positivas a Her2 in vitro e in vivo. 72 Sin embargo,
la dolastatina 10 ofrecié un punto de partida légico para futuros estudios clinicos y
disefio de farmacos sistémicos que finalmente condujeron al analogo Soblidotina
(TZ1027).

La soblidotina fue disefiada con el objetivo de mantener la potente actividad
antitumoral al tiempo de reducir la toxicidad de los compuestos progenitores. Solo
difiere de la dolastatina 10 en la sustitucién del residuo de aminoacido de dolafenina
terminal con un grupo fenilamina simple. Sin embargo, tanto la soblidotina como la

dolastatina 10 comparten los mismos mecanismos de actividad.”®

La soblidotina 0 TZT-1027, cuya estructura quimica se presenta en la Figura
21, ha mostrado en ratones una inhibicién significativa del crecimiento de la
leucemia P388 y la disminucion de tres lineas celulares tumorales solidas
(melanoma B16, adenocarcinoma de colon 26, y sarcoma M5076). Ademas, TZT-
1027 es otro producto natural que ha mostrado actividad inhibitoria contra carcinoma
de mama carcinoma de pulmén. El compuesto se encuentra actualmente en tres

fases diferentes de los ensayos clinicos (Fase I, Il, Ill), con diferentes empresas en
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Japon, Europa y Estados Unidos con diferentes empresas que lo utilizan vinculado

a través de péptidos modificados a anticuerpos monoclonales especificos.”

CHs
Pr gsC CH,
HsC N N N
Oy ety 2 Y\©
CHy O P CH 0.0 " 0.0 R

Figura 21.- Estructura de la soblidotina

2.3.5.2. Derivados de alcaloides de la vinca, investigaciones actuales

2.3.5.2.1.- Elaboracién exitosa de alcaloides de vinca con estructuras
simplificadas como agentes antimitoticos basados en similitud

farmaco6forica

Investigadores del Instituto de Medicina Tradicional y Productos Naturales de
la universidad Jinam de China sintetizaron compuestos con actividad analoga a la
de los alcaloides de la vinca, mediante una simplificacion de la estructura quimica
de estos alcaloides basdndose en la similitud farmacoférica. Ademas, lograron
desarrollar con éxito un proceso de pocos pasos para la sintesis de compuestos con
rendimientos de bajos a excelentes (19 - 98%). Las actividades inhibitorias del
crecimiento celular de los compuestos sintetizados fueron evaluadas en cinco lineas
celulares de cancer incluyendo MCF-7, MDA-MB-231, HepG2, HepG2 / ADM y
K562. Casi todos los compuestos exhibieron una actividad antitumoral moderada
con Clso 6ptima. El estudio de Relacion Estructura Actividad -conocido como SAR-
indica que los sustituyentes electroatractores presentes en el fenilo contribuyen a la
mejora de las actividades antitumorales. En la Figura 22 se muestra el disefio

realizado manteniendo la similitud farmacoforica.”®
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Similitud

Farmacoforica

vindoline

Ry R, R3 Ry Rs Rg n
I Me OMe COMe OH H Et 1

I CHOOMe COMe OH H Et 1 7a-p
Il Me OMe COMe OH H FEt 1 .
IV Me OMe COMe = Et 0 Azj-n-B (n=1-40)

Figura 22.- Compuestos sintetizados. ®
2.3.5.2.2.-Potentes alcaloides de la vinca

Fanny Roussi y colaboradores desarrollaron en la Academia de Ciencia y
Tecnologia de Vietham nuevos alcaloides de la vinca, empleando una inesperada
isomerizacion y formaciéon de enamonios estables en condiciones suaves. Estos
compuestos mostraron citotoxicidad a nivel sub-micromolar, y demostraron inhibir
el ensamblaje de microtiibulos.”® Las moléculas sintetizados se muestran en el
Figura 23. Las actividades reportadas por el grupo de Fanny Roussi corresponden
a los datos proporcionados en la Tabla 4, los datos apuntan a que los derivados
novedosos de alcaloides de la vinca, presentan una actividad mayor respecto a la

Vinblastina, farmaco empleado como referencia en las pruebas biol6gicas.

18 R = ProOMe
19 R = Pro-IleOBzl
20 R = Pro-lle-Asp(OBzl),

Figura 23.- Novedosos alcaloides de la vinca.
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Tabla 4. Evaluacién biologica de los compuestos obtenidos por Fanny Roussi y colaboradores 76

Ensamblaje de microtibulos ] o i
Compuesto o S Citotoxicidad contra linea celular KB. Clso, uM
Actividad inhibitoria Clso, yM
Vinblastina 1.6 0.0014 + 0.0002
18 58 0.16 £ 0.03
19 14 0.017 + 0.004
20 8 0.033 + 0.007

2.3.5.3. Colchicinay sus derivados

La colchicina es un alcaloide extraido de plantas del género Colchicum
(Autumn crocus). El uso terapéutico de la colchicina ha sido bien documentado en
la gota y la fiebre mediterranea familiar; se ha utilizado en otras enfermedades
Incluyendo enfermedad de Behcet (BD), ericarditis, enfermedad coronaria. El
mecanismo farmacoterapéutico y las condiciones fibréticas en diversos trastornos
no se ha dilucidado completamente. En esta seccion analizaremos algunos usos

terapéuticos de la colchicina.”’
2.3.5.4. Alteracién de latubulina y efecto antimitotico de la colchicina

El mecanismo de accién terapéutico mas estudiado de la colchicina es su
capacidad para unirse a la tubulina, bloqueando asi el montaje y la polimerizacién
de los microtubulos. La colchicina es un farmaco antimitético clasico que bloquea
las células mitéticas en metafase. Se une a la tubulina soluble para formar
complejos de tubulina-colchicina de una manera poco reversible, que luego se une
a los extremos de los microtabulos para evitar el alargamiento del polimero de
microtUbulos. En concentraciones bajas, la colchicina detiene el crecimiento de los
microtubulos y a concentraciones altas promueve la despolimerizacion de los
microtubulos. Lamentablemente causa toxicidad severa a los tejidos normales a
dosis altas, lo que limita su uso en terapias contra el cancer. La estructura

cristalizada de la colchicina y la tubulina, se muestran en la Figura 25. 7778
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Figura 25.- Tubulina co-cristalizada con Colchicina (estructura en color rojo) y GTP (color

verde).

Aungue aun no se ha desarrollado hasta el punto de aplicacion clinica en la
terapia de cancer, numerosos compuestos con la capacidad de interaccion con el
sitio de unién a la colchicina han sido descubiertos en la Ultima década. 7° Otros
efectos de la colchicina sobre el cancer, incluyen la inhibicion de la migracion de
células cancerigenas y el potencial metastasico, & inhibiciéon de la angiogénesis,
limitacion de la afluencia de adenosina trifosfato (ATP) en las mitocondrias y
reaparicion de proteasa dirigida a aspartato dependiente de cisteina y el citocromo-
C, dando lugar a la muerte celular apoptotica. La colchicina también tiene efectos
anti-inflamatorios, relacionados principalmente con la disrupcién de los microttbulos

y la funcién celular de los leucocitos.?!

44


https://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiCnZuL9brQAhUo2oMKHfolAMgQjRwIBw&url=https://en.wikipedia.org/wiki/Colchicine&psig=AFQjCNEAWaG9ZxeEZH9CNNiswJifkWWT-Q&ust=1479854295586461

INFORMACION GENERAL

2.3.5.5. Usos terapéuticos de la colchicina

La colchicina se ha utilizado de forma recurrente en los ataques de gota,
aunque aun se realizan ensayos controlados aleatorios para evaluar la frecuencia
Optima de administracion y la dosis a administrar. EI consenso general para el
tratamiento de gota aguda es el uso de dosis bajas de colchicina. Teniendo en
cuenta sus potenciales efectos secundarios como son renales, hepéticos y
gastrointestinales, es también necesario considerar los ajustes de la dosis.
Adicionalmente se ha demostrado la efectividad de la colchicina en la profilaxis de

las erupciones de la gota después del inicio de la terapia de reduccién del urato.8283

Enfermedad de Behget - Enfermedad autoinmune en la que el sistema
inmunitario ataca a los capilares produciendo las inflamaciones (vasculitis). Se
postula que la colchicina se usa para disminuir la afectacion mucocutanea. La
colchicina mostrd una reduccion significativa de las Ulceras orales y en el nivel de
citocinas inflamatorias séricas IL6, IL8 y TNFa al administrarse en combinacién

colchicina y levamisol.8

La fiebre mediterranea familiar (FMF) es un trastorno autoinflamatorio
autosémico recesivo heredado poco frecuente causado por mutaciones del gene
FMF en el cromosoma 16p13.3. Afecta generalmente a grupos étnicos alrededor de
la cuenca mediterrdnea. La colchicina representa el tratamiento de primera linea
estandar para FMF. Se han desarrollado lineamientos consensuados para el uso

cronico de colchicina en nifios con FMF.8°

Pericarditis. En los ultimos afios se han hecho novedosos e interesantes
investigaciones sobre la aplicacion de colchicina en el tratamiento de la pericarditis
aguda y recurrente, asi como el sindrome post-pericardiotomia. Esto es
especialmente relevante ya que no hay terapias definitivas para el tratamiento de la
pericarditis. En ensayos aleatorios controlados de colchicina para pericarditis
recurrente y colchicina para pericarditis aguda, la colchicina administrada como
complemento del tratamiento convencional, ha demostrado una reduccién

significativa en la recurrencia de la pericarditis a los 18 meses de comenzar el
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tratamiento. La colchicina afiadida al tratamiento antiinflamatorio convencional
redujo significativamente la tasa de recurrencias posteriores de pericarditis en
sujetos con multiples recurrencias. También se demostré que la colchicina reduce

el riesgo del primer ataque recurrente de pericarditis.86:87

Uso de colchicina en la aterosclerosis y enfermedades cardiovasculares. Un
reciente estudio aleatorio y doble ciego realizado en Canadéa consistente en 532
sujetos con enfermedad de la arteria coronaria y que tomaron colchicina demostro

una reduccion en la incidencia de eventos cardiovasculares agudos.
2.3.5.6. Efectos antivasculares de los inhibidores de tubulina

Los farmacos antivasculares se pueden dividir en dos tipos de acuerdo con
la estrategia de diana molecular: agentes antiangiogénicos y agentes disruptores
vasculares (VDAs). Los agentes antiangiogénicos actlan sobre las vias de
sefalizacion entre las células tumorales, células endoteliales (EC), y las células del
estroma para inhibir la formacion de nuevos vasos sanguineos. Aunque farmacos
VDAs no han sido aprobados por la FDA, han mostrado un potencial terapéutico
significativo y son un foco de investigacion actual. Los VDA incluyen principalmente
agentes de unién a tubulina tales como las combretastatinas y sus derivados como
el CA1P (Oxi4503) y el analogo sintético AVE8062, mismos que se encuentran

actualmente en desarrollo preclinico y clinico.8%%0

La mayoria de los VDA se unen de forma reversible al sitio de colchicina de
la tubulina, mientras que la vinblastina y el paclitaxel se unen a los sitios de
alcaloides de la vinca y taxanos, respectivamente, y resultan en la inhibicién
persistente de los procesos mitéticos y la proliferacion. Por ejemplo, ZD6126 - un
agente de orientacion vascular, relacionado con la colchicina y afin a dicho sitio de
unién- ha mostrado resultados prometedores en tumores en ratones en
administracion conjunta con cisplatino potenciando la disminucién de tumores
sélidos. ZD6126 estaba siendo investigado por AstraZeneca como un agente de

disrupcién vascular (VDA). Sin embargo, los ensayos se detuvieron, después de
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que se hizo evidente que ZD6126 era demasiado cardiotoxico a las dosis

requeridas.®
2.3.5.7. Derivados Colchicina, investigaciones actuales

2.3.5.7.1. Agentes de unién al sitio de la Colchicina (CBSI) con actividad de

agentes disruptores vasculares

Aunque la colchicina no se utiliza como agente anticancerigeno, como se ha
mencionado previamente, se han realizado multiples esfuerzos para desarrollar
agentes de union al sitio de la colchicina (CBSI). Como los microtubulos son
importantes reguladores de la biologia de células endoteliales, una ventaja del
mecanismo de accién de las CBSI esté dirigida a la vasculatura del tumor. Muchos
de estos compuestos poseen actividad de agentes disruptores vasculares; los mas
representativos se muestran en la Figura 26 y en los parrafos subsecuentes se

exponen caracteristicas de algunos de ellos.%
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Figura 26.- Agentes de union al sitio de la colchicina
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2.3.5.7.2. Colchicinay ZD6126

Se han realizado varios ensayos clinicos sobre la colchicina en el tratamiento
de diversas enfermedades, incluido el cancer. Sin embargo, el uso clinico en el
tratamiento del cancer se vio obstaculizado por su toxicidad significativa. ZD6126,
anteriormente mencionado, es estructuralmente muy similar a la colchicina y posee

efectos antiangiogénicos y actividades antineoplasicas. 2

2.3.5.7.3. CA-4 y sus anélogos

Las combretastatinas son una clase de fenoles estilbenoides aislados de
Combretum caffrum. La combretastatina A-4 (CA-4) es la combretastatina natural
mas potente conocida en cuanto a capacidad de union a la tubulina y citotoxicidad.
CA-4P es el pro farmaco de CA-4 desarrollado por OxiGene. Actualmente, se esta
evaluando en ensayos clinicos como un tratamiento para tumores sélidos. In vivo,
se desfosforila a su metabolito activo CA-4. Varios estudios de fase Il usando CA-
4P han terminado o estan en curso para diferentes tipos de cancer incluyendo
cancer de tiroides anaplasico, cancer de pulmén de células no pequefias, cancer de

ovario recidivado, etc. %
2.3.5.7.4. Oxi4503

Un anélogo estructural de CA-4; se ha evaluado en pacientes con leucemia

mielégena aguda y refractaria y sindrome mielodisplasico.®?
2.3.5.7.5. El AVEB062

Este es otro analogo de CA-4 que ejerce su actividad anticancerigena
alterando la formacion de vasos sanguineos en tumores. En comparacion con CA-
4, tiene una mejor solubilidad en agua y se administra por via oral. AVE8062 ha
mejorado la actividad antitumoral de sus predecesores analogos a CA-4 y ha
reducido la toxicidad en un modelo de carcinoma de colon 26 murino. También es

eficaz contra varias células cancerosas que son resistentes a los taxanos. En un
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estudio de Fase I, la combinacién de AVE8062 con docetaxel fue bien tolerada.
Actualmente, se esté realizando un estudio de Fase lll para el tratamiento avanzado

del cancer. %
2.3.5.7.6. El CC-5079

El CC-5079 pertenece a los analogos de 1,1-diariletenos de CA-4, que se
llama isocombretastatinas A. CC-5079 es un inhibidor doble de la polimerizacion de
tubulina y la actividad de fosfodiesterasa-4 (PDE4), ademas ha mostrado
actividades antiangiogénicas y antitumorales. CC-5079 también puede detener el
ciclo celular en G2 / M fase, aumentar la fosforilaciéon de G2 / M, punto de control de

proteinas, e inducir la apoptosis.®®
2.3.5.7.7. Nocodazol

Se ha demostrado que el nocodazol tiene actividad antimitotica y antitumoral.
La accion de este agente es facilmente reversible y relativamente rapida. Sin
embargo, la eficacia terapéutica completa de este agente es limitada debido al
desarrollo de diversos efectos secundarios en pacientes, incluyendo supresion de

médula ésea, neutropenia, leucopenia y anemia.®
2.3.5.7.8. 2-Metoxiestradiol (2-ME)

Este agente también se une al sitio de unién a la colchicina en la tubulina,
induce la detencion del ciclo celular G2 / M y la apoptosis y reduce los niveles del

factor inducible por hipoxia (HIF) -1a.

Los estudios también mostraron que ENMD-1198 fué muy potente en la
inhibicion de la proliferacion de células endoteliales, motilidad, migracion y
morfogénesis. Ademas, la ENMD-1198 indujo una disminucion significativa en la
expresion de la proteina del receptor del factor endotelial vascular (VEGFR) - 2 en
las células endoteliales. Ademéas, ENMD-1198 es capaz de romper las estructuras

vasculares muy rapidamente.%’
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2.3.5.7.9. 2-Metoxiestradiol y sus derivados

El 2-metoxiestradiol es el principal metabolito de la hormona B-estradiol y es
un inhibidor competitivo débil de la colchicina que se une a la tubulina. 2-ME y su
analogo ENMD-1198 estan bajo estudios clinicos como agentes anticancerigenos
prometedores con doble actividad contra la proliferacién de células cancerigenas y
la angiogénesis. Cushman y sus colegas se han centrado en cambiar los
sustituyentes en las posiciones 2 y 6 de 2-metoxiestradiol para aumentar la
citotoxicidad y la inhibicién de la polimerizacion de tubulina, y sus esfuerzos han

producido 2-etoxiestradiol.®®
2.3.5.8. Derivados de colchicina

2.3.5.8.1. Inhibidores de tubulina con afinidad al sitio de unién de la

colchicina

Como se ha mencionado con anterioridad, se encuentran en curso
investigaciones que buscan el desarrollo de moléculas con afinidad a tubulina como
potenciales farmacos antitumorales. Tal es el caso de la linea de investigacion
desarrollada por Ahmed Kamal y colaboradores; quienes han propuesto la sintesis
de derivados dimétricos de 2-anilinopiridinas, cuya actividad ha sido explicada
mediante la unién de estos compuestos al sitio de union de la colchicina presente
en la tubulina. La estructura de las moléculas que han sintetizado se presenta en
la Figura 27, tal estructura consta de un par de anillos de benceno sustituidos

unidos a piridina, éstas ultimas unidas mediante un enlace de tipo amida. %

Estos analogos han buscado ejercer un efecto similar al de la colchicina,
evitando la alta toxicidad. Las moléculas sintetizadas por Ahmed Kamal y
colaboradores han experimentado actividad inhibitoria en lineas celulares
cancerigenas de pulmon, seno y prostata. Adicionalmente, pruebas biolégicas como
el ensayo de cartometria de flujo han demostrado el arresto entre la fase G2 y la

mitosis del ciclo celular. Ensayos de tipo competitividad expusieron mayor afinidad
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de las moléculas sintetizadas con respecto a ABT-751 (E7010) — molécula cuya

afinidad al sitio de accién de la colchicina ha sido previamente reportado-. %

Compuesto Ry R, R Ra
4a H F H F
ab H OCH; H F
4c OCH; OCH;4 OCH;4 F
4d CF3 H CFy F
4e H F H OCH;
af H OCH; H OCH4
4g OCH,4 OCH;4 OCH,4 OCH,
4h CFy H CFy OCH,4
4 H F H Cl
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4k OCH; OCH, OCH, cl
4l CF3 H CFy Cl
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Figura 27.- Estructura quimica de las moléculas sintetizadas por Ahmed Kamal y colaboradores.
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3. DISCUSION

En la presente monografia, se describen los avances de la quimioterapia
desde su surgimiento tras las investigaciones de las mostazas nitrogenadas,
analizando los inicios de la quimioterapia moderna, hasta el desarrollo de la target
therapy o terapia dirigida. Esta dltima ha significado una gran esperanza en el
disefio de farmacos de manera general y no solo en el disefio de farmacos

anticancerigenos.

Como se menciond en el texto, la terapia dirigida ha sido posible gracias a
los avances en el conocimiento de la patologia del cancer, pues al saber qué
macromolécula o enzima se altera, se busca modular su funcion, es entonces
cuando se identifica una diana bioldgica y se buscan varias maneras de "atacar" a
dicha diana o sitio blanco. Es preciso mencionar que también la comprension de los
mecanismos de accion de los farmacos, representa un gran avance en el desarrollo

de farmacos.

El disefio de farmacos, actualmente se centra en la Target Therapy, tenemos
por ejemplo farmacos que interactian con DNA de diferentes formas, farmacos que
inhiben que emplean anticuerpos monoclonales que atacan sitios especificos
disminuyendo considerablemente la toxicidad sistémica, o farmacos que inhiben a

la tubulina ocupando alguno de sus diferentes sitios de accion farmacologica.

En el caso de la tubulina, una importante diana biologica en el disefio de
farmacos con propiedades anticancerigenas, se observa que las moléculas con
afinidad a dicha proteina son capaces de ejercer efectos diferentes en la estabilidad
de los microtubulos de acuerdo al sitio de accién al que se une el ligando. Lo que
explica la clasificacién de inhibidores de tubulina en farmacos estabilizantes y
desestabilizantes de microtubulos. Sin embargo, ambos tipos de farmacos, a
concentraciones terapéuticas por diferentes mecanismos, logran detener la
progresion del ciclo celular entre la etapa G2 y la mitosis, sometiendo la detencién

o reintroduccién en la interface y en su mayoria muerte celular programada. #®
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Se ha observado que los inhibidores de tubulina, son altamente exitosos en
pacientes con cancer metastasico, donde tras la administracion se logra reducir el
namero de células cancerigenas sobre todo en sitios dificiles de acceder para retirar

tumores quirdrgicamente.

Uno de los problemas a los que se enfrenta el disefio de farmacos es la
tolerancia, en este caso producto de la mutacibn o las modificaciones post-
traduccionales de la tubulina. Por ello los analogos novedosos brindan una gran
esperanza pues, en su mayoria, han presentado inhibicion de lineas celulares

tumorales resistentes a los taxanos o alcaloides de la vinca clasicos.

Otro importante problema es la alta toxicidad sistémica, como en el caso de
la colchicina la cual por este mismo motivo no se usa en la terapéutica del cancer
pero ha mostrado usos terapéuticos en otros padecimientos. Ademas ha servido
como molécula lider para el desarrollo de analogos estructurales con efectos
farmacoldgicos de disruptores vasculares, de manera que a través de un
mecanismo farmacoldgico diferente a la induccion a apoptosis ejercen un efecto

anticancerigeno.

Otro aspecto importante es que aunque los inhibidores de tubulina se habian
estudiado por afios solo como estabilizantes o desestabilizantes de microtabulos
con propiedades anticancerigenas, el efecto que ejercen en los microtubulos los ha
posicionado como una posible terapia en el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas como es el caso de la Pelorosida A que se estudia aun de

manera preclinica para tratar el Alzheimer.

Asi que la tubulina es una diana bioldégica con potenciales efectos
terapéuticos a través mediante diversos mecanismos de accién, pues su inhibicion
puede tener, como se ha mencionado ampliamente, efectos estabilizantes o
desestabilizantes de microtubulos con potencial anticancerigeno o como
tratamiento de enfermedades degenerativas, puede tener efectos disruptores
vasculares, y aungque no se discute en este trabajo, también hay reportes de su

inhibicién con propdsitos antiparasitarios.
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Los primeros inhibidores de tubulina descubiertos corresponden a productos
naturales, como se menciona en las primeras paginas de este trabajo, la
investigacioén en productos naturales ha proporcionado compuestos con importantes
actividades biologicas. Algunos de ellos actualmente se obtienen por sintesis total

0 semi-sintesis.

Por ejemplo, el taxol se extrajo de la corteza del arbol Taxus brevifolia y ahora
se obtiene por semisintesis a partir de precursores obtenidos de arbustos cultivados.
La actividad antitumoral del taxol se asocia principalmente a la cadena lateral del
anillo A (Véase Figura 28) y el anillo oxetano, la actividad se mantiene por el grupo
acil amida presente en el carbono 3 de la cadena unida al ciclo de anillos en el
atomo 13. Por ultimo, se cree que la actividad se ve potenciada por el grupo hidroxilo
en el carbono 2. Estas caracteristicas estructurales, ocasionan que las moléculas
de los taxanos interactien con la tubulina en el sitio del taxol ocasionando
polimerizacion de dicha proteina generando la citotoxicidad y la estabilizacion de

microtubulos. 190

Figura 28.- Estructura numerada de los anillos de taxol.

Este mismo mecanismo de estabilizacion de microtubulos se observa en la
Laulimalida y Pelorusida moléculas que se unen al sitio que lleva su nombre,
diferente al sitio de taxanos también en la B-tubulina y usan sus respectivas
estructuras nucleares de macrolidos para interactuar con un segundo dimero de

tubulina a través de protofilamentos. Al mismo tiempo, estabilizan alostéricamente
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el sitio M-loop del taxano que establece interacciones laterales en los microtubulos.
60

La Laulimalida es un producto natural de origen marino que se obtuvo a partir
de esponjas marinas, cuya sintesis total fue reportada en 25 pasos en el 2002 por
cientificos de la universidad de Stanford.'%! Como se menciona en el texto también
de dicha molécula se realizan anélogos estructurales con la finalidad de mejorar sus

actividades bioldgicas.

El segundo grupo de inhibidores de tubulina, los alcaloides de la vinca y la
colchicina sabemos que ejercen comportamientos distintos segun las
concentraciones del farmaco, a muy bajas suprimen la dinamica de los microtabulos

y a concentraciones mayores reducen la masa de polimero de los microtubulos.

La vinblastina uno de los alcaloides de la vinca mas estudiados, puede
aislarse del bigaro de Madagascar (Catharanthus roseus),. La extraccién es costosa
y los rendimientos de vinblastina y sus precursores son bajos, aunque se han
desarrollado procedimientos para aislamiento rapido con rendimientos mejorados
que evitan la autooxidacion. La sintesis enantioselectiva ha sido de considerable
interés en los ultimos afios, Actualmente la vinblastina se construye mediante una
serie de reacciones de ciclacion y acoplamiento que crean la estereoquimica
requerida. El rendimiento global puede ser tan grande como 22%, lo que hace que
este enfoque sintético mas atractivo que la extraccion de fuentes naturales, cuyo
rendimiento global es de alrededor del 10%. 19?2 La vinblastina también ha inspirado

modificaciones estructurales en busca de analogos mas efectivos.

La colchicina, como otros inhibidores de tubulina, corresponde a un producto
natural. Esta sustancia se extrajo de la planta Colchicum autumnal. La colchicina
actla como desestabilizante de microtubulos mediante la unién a la B-tubulina y da
lugar a un dimero de tubulina curvo, mismo que evita que la tubulina evita que
adopte una estructura recta debido a interacciones de tipo estérico entre colchicina
y a-tubulina, que inhibe el montaje de microtibulos. Esta sustancia como se

menciono con anterioridad no ha sido usada en la clinica para tratar el cancer, pero
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su estructura ha sido amplemente modificada para la generacion de analogos
estructurales, conservando el sistema de varios anillos unidos entre si. Los
analogos de colchicina han mostrado actividad como disruptores vasculares y como
desestabilizantes de microtlbulos. °' La estructura conformada por la unién
continua de anillos aromaticos es caracteristica de los desestabilizantes de
microtubulos, pues se encuentra también en varios de los alcaloides de la vinca

estudiados.
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4. CONCLUSIONES

Tras una amplia revision bibliografica, y la identificacion de la informacion, se
concluye que los inhibidores de tubulina, representa una util e importante
herramienta en la terapéutica contra el cancer. Tanto en farmacos usados
ampliamente como el taxol como en muchos que se encuentran aun en estudios

clinicos y preclinicos.

La tubulina, representa una diana biolégica muy importante en disefio de
terapias anticancerigenas, ya que altera la dinamica de los microtabulos,
conduciendo a la célula a la muerte celular programada, apoptosis. El disefio de
moléculas con afinidad a alguno de los sitios de la tubulina corresponde a un
importante tema dentro del desarrollo de nuevos farmacos. Sobre todo para mejorar
la eficacia y evitar la tolerancia; por ejemplo, en el caso de que algunos derivados
novedosos de taxanos o viblastinas, mostraban actividad inhibitoria contra lineas

celulares que mostraban tolerancia a los farmacos predecesores.

En los farmacos de unién a tubulina, también se han observado otros
potenciales efectos terapéuticos, como en el caso de la pelorosida A con potencial
aplicacion en la enfermedad de Alzhaimer, o como el caso de las moléculas de union
al sitio de la colchicina que han mostrado efectos disruptores vasculares que

permiten también el tratamiento de tumores solidos.

Los farmacos de union a tubulina representan un grupo importante dentro de
los farmacos empleados en la terapéutica del cancer, ya sea que se empleen como
terapia Unica o en forma sinérgica con otros farmacos para obtener tratamientos
mas eficaces, por lo que el disefio de farmacos afines a tubulina es un importante

area de investigacion.
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