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l. Microtubulos

1.1.  Funciony estructura en la célula

Los microtibulos son un componente clave en las células eucariontes al cumplir funciones de
estabilidad, transporte, division, entre otras. Durante la interfase, forman una matriz intracelular
gue funciona como soporte del citoesqueleto y organiza el sistema de endomembranas.! En la
division celular, se encarga de formar los centriolos, centrosomas y el huso mitético que reparte
el material genético entre las dos células hijas. Asimismo, los microtubulos forman el
componente principal de cilios y flagelos que le proporcionan motilidad a ciertas células, como
es el caso de los protozarios.?3 En los protozoarios, los microtiibulos estan presentes en
estructuras que le confieren patogenicidad, como en el conoide de Toxoplasma spp., el disco

ventral de Giardia spp., la matriz ciliar de organismos ciliados, entre otros.®
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Figura 1.1. Esquema de organizacion de los microtabulos. De izquierda a derecha se muestran los
heterodimeros de a/B-tubulina que se organizan de ‘cabeza a cola’ en protofilamentos, los cuales se
agrupan para dar lugar a la superestructura del microtibulo. El extremo positivo es de rapido
crecimiento y expone a la subunidad de B-tubulina, mientras que el extremo negativo expone a la a-
tubulina y es de lento crecimiento. Un corte transversal del microtibulo permite visualizar el

ordenamiento lateral de los 13 protofilamentos con un diametro de 24 nm.*
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Los microtubulos estan constituidos por polimeros de tubulina, una proteina globular que
consiste en dos subunidades principales: a-tubulina y B-tubulina (Figura 1.1). Estas proteinas
se agrupan en pares para formar heterodimeros de a/B-tubulina, los cuales constituyen el
bloque principal en la estructura del microtlbulo.>® El ensamble cabeza-cola de estos
heterodimeros conlleva a la integracion de los protofilamentos, los cuales se asocian en grupos
de trece de manera lateral permitiendo la formacién de la estructura tubular de 24 nm de
diametro del microtdbulo. Esta estructura presenta caracteristicas polares en sus limites, es
decir, con un extremo positivo y otro negativo. EI microtibulo comprende un extremo de rapido
crecimiento, en el cual se expone al a subunidad de B-tubulina, mientras que el extremo de a-
tubulina se denomina de lento crecimiento.®® Los protofilamentos de microtibulos acoplados
de 13 heterodimeros siguen un patron de hélice, donde una vuelta abarca tres subunidades
del protofilamento. En este ordenamiento, se ve favorecido el contacto e interacciones
homotipicas entre las subunidades de tubulina, excepto en la region de la ‘costura’, donde una
unidad de a-tubulina establece contacto e interaccion con la subunidades de B-tubulina del

protofilamento cercano.’

La tubulina es una de las proteinas estructurales mas abundantes y conservadas en los
organismos eucariontes. Actualmente, se conocen cinco tipos de tubulina en humanos: a-
tubulina, B-tubulina, y-tubulina, d-tubulina y e-tubulina;® solamente las primeras tres se
encuentran ampliamente distribuidas en los eucariontes. Como se mencioné anteriormente, la
a-tubulina y B-tubulina se encuentran formando el heterodimero principal de los microtibulos.
Ambas subunidades tienen un sitio de unidn a guanosina-5'-trifosfato (GTP); sin embargo, en
la subunidad (8 se hidroliza a esta molécula para formar guanosina-5'-difosfato (GDP) y permitir
el ensamble del protofilamento.? Por su parte, la y-tubulina se expresa mayoritariamente en el
blastocito durante el desarrollo embrionario. Esta tubulina también interviene de forma auxiliar
en la formacion de microtibulos al momento de la divisién celular, formando complejos que
apoyan en la separacion de los cromosomas en la region del centrosoma. Ademas, se ha
demostrado que la deficiencia o ausencia de esta tubulina conlleva al arresto de la fase mitética
y consecuentemente a la muerte por apoptosis.® En el caso de las subunidades d y €, estas
tubulinas se hallan principalmente en cilios y flagelos, por lo que se trata de las menos

conservadas en los dominios de eucariontes.3

—
N
| —
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1.2. Polimerizacion y despolimerizacion de los microtibulos

Los microtubulos funcionan como “polimeros dinamicos” alternando entre periodos de
crecimiento y contraccion. La fase de despolimerizacion es llamada catastrofe, mientras que
al proceso de polimerizacién se le denomina rescate (Figura 1.2).° Debido a que estos
procesos ocurren de forma repetida en la célula, reciben en conjunto el nombre de
“‘inestabilidad dinamica”. Este equilibro de polimerizacién/despolimerizacién se encuentra
regulado por el cambio de tubulina a tubulina-GTP.® La incorporacion reversible del nucleétido
a los dimeros de a/B-tubulina en el extremo positivo del microtubulo facilita el primer paso de
la polimerizacion. Sin embargo, el ensamble ocurre Unicamente cuando la concentracion de

heterodimeros libres es alta, es decir, en ausencia del polimero.3

Al asociarse los dimeros de tubulina para la formacién de los microtibulos, se promueve un
cambio conformacional de ‘curvo a recto’ en los heterodimeros. Una vez ensamblados, la
subunidad B hidroliza a la molécula GTP en GDP-Fosfato inorganico (GDP-Pj) para favorecer
la disociacion del heterodimero en su extremo positivo. Sin embargo, la velocidad con la que
ocurre esta reaccidon es menor que con la que crece el microtubulo, estabilizando de esta
manera la polimerizaciéon. A esta proteccion se le conoce como ‘cubierta de GTP.
Eventualmente, cuando se hidroliza el GTP de la subunidad 3, el microtubulo se despolimeriza
rapidamente, desprendiéndose primero en protofilamentos que después se disocian en
oligbmeros més pequefios. El ciclo de ensamble y desensamble de los microtubulos culmina
con el intercambio de GDP por GTP en la B-tubulina. Cabe mencionar que el nucleétido de

GTP en la a-tubulina no se hidroliza ni se intercambia.t”

1.3. Proteinas de unién a microtubulos

Una vez formados los microtabulos, se vuelven susceptibles a la despolimerizacion debido a
Su propia inestabilidad y al ambiente celular que los rodea. Por esto ultimo, existen proteinas
gue se unen directamente a los microtibulos y cumplen funciones estabilizadoras,
desestabilizadoras, integradoras, motoras y otras que escapan del propdésito del presente

trabajo.3

—
w
| —
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Figura 1.2. Esquema del equilibrio dinamico (polimerizacién/despolimerizacién) de los microtubulos.
(1) Los heterodimeros con GTP (azul) se unen de cabeza a cola para formar protofilamentos. (2) Los
protofilamentos se unen en grupos de 13 para formar el microtubulo. (3) La actividad de GTP-asa de la
B-tubulina inicia una rapida despolimerizacién volviendo a formar dimeros de a/B-tubulina. (4) Se

intercambia GTP por GDP e inicia de nuevo el ciclo. (Modificado de Steinmetz et al.”)

En particular, se trataran de dos tipos de proteinas de union a microttbulos: estabilizadoras y
desestabilizadoras. La funcion de las primeras involucra, como su nombre lo indica, estabilizar
el microttbulo impidiendo su disgregacion, pero también su crecimiento. Dentro de este grupo
se pueden encontrar a la proteina tau y proteina asociada a microtubulos 2 (MAP2). Ambas
proteinas se expresan principalmente en tejidos neuronales. Tau es una proteina que ejerce
su accion en los botones axonales, los cuales permiten el transporte implicado en las sinapsis
guimicas.® Por su parte, MAP2 es mas abundante en estos tejidos y se cree que esta implicada
en procesos de neuromorfogénesis.’® Por otro lado, las proteinas desestabilizadoras se

encargan de degradar los microtubulos, promoviendo la catastrofe de estos. Un ejemplo de
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estas proteinas es la estatmina, la cual se asocia con oligdmeros de tubulina manteniendo una

conformacioén curva, lo que impide su agregacion en el polimero.3!

1.4. Importancia como blanco terapéutico

Dado que los microtabulos cumplen funciones vitales en el mantenimiento de la célula, se han
descubierto y desarrollado compuestos que interfieran en el ciclo de tubulina-microtibulo con
aplicaciones para el tratamiento de enfermedades degenerativas, parasitarias y como agentes
herbicidas y fungicidas.” En las siguientes subsecciones se abordaran brevemente algunas de
estas aplicaciones.

1.4.1. Enfermedades degenerativas
1.4.1.1. Cancer

En el Cancer, se presenta un incremento en la proliferacién celular comparado con los tejidos
normales. Las células malignas poseen alteraciones en los genes que regulan diversos
aspectos del ciclo celular. Dichas alteraciones pueden permitir que los tumores progresen y
generen resistencia contra los tratamientos convencionales.'? Durante la mitosis, los
microtUbulos se encargan de la formacién del huso mitético, por lo que su tasa de crecimiento
aumenta hasta 100 veces. Como las células cancerosas se encuentran en constante division,
el aumento en la actividad de los microtubulos las hace mas susceptibles a los tratamientos
gue inhiban su crecimiento. Por ello, estas estructuras son un sitio idoneo para el desarrollo de

moléculas anticancerigenas.®12

A la fecha, existen multiples compuestos de origen natural y sintético que pueden unirse a la
tubulina y a los microtibulos. Estos compuestos actuan interfiriendo el proceso de
polimerizacién/despolimerizacion, lo que conlleva al arresto del ciclo celular en el inicio de la
mitosis (fase G2/M) y posteriormente hacia la apoptosis. Desafortunadamente, se conocen al
menos siete isotipos de B-tubulina distribuidos en diferentes tejidos en el humano que, aunque
conservan cierta homologia, las diferencias son suficientes para afectar el modo de union de

estos compuestos, ocasionando resistencia. Uno de estos isotipos es la isoforma Il de la

—
o1
| —



Capitulo |

tubulina (BIIl), la cual se expresa principalmente en tejido nervioso y su aparicion en células
cancerosas se asocia con fenotipos resistentes de cancer, asi como a un aumento en la
“malignidad” de los tumores y su potencial metastasico. La sobreexpresion de esta isoforma

es ademas una de las principales causas de la resistencia al farmaco paclitaxel.1?13

1.4.1.2. Enfermedad de Alzheimer

Se ha hecho mencion que la proteina tau participa en la estabilizacion de los microtabulos en
las neuronas. Algunas modificaciones postraduccionales, como lo es la fosforilacion de
proteinas, regulan la actividad de esta proteina.® En la enfermedad de Alzheimer, ocurre una
hiperfosforilacion de tau, por lo que se clasifica como una tauopatia. Estas modificaciones
hacen que tau pierda afinidad por la tubulina, promoviendo asi la desestabilizacion de los
microtibulos. La despolimerizacion de los microtubulos y agregacion de la proteina tau
hiperfosforilada deriva en un aumento en la toxicidad y en la desregulacion del trasporte

neuritas y en la sinapsis, provocando neurodegeneracion.#

Esta enfermedad manifiesta en el tejido nervioso un aumento de placas 3-amiloides, los cuales
son agregados insolubles de péptidos amiloides y nudos neurofibrilares, estos Ultimos son
resultado del mal funcionamiento y agregacion de tau. Existe una correlacion entre la cantidad
de estos dos agregados con el progreso de la enfermedad, resultando en pérdida de las
funciones cognitivas.!® Por lo tanto, el desarrollo de moléculas que estabilicen los microtibulos

neuronales pueden ser candidatos llamativos para el tratamiento de la enfermedad.*

1.4.2. Enfermedades parasitarias

En regiones tropicales y subtropicales, es comun encontrar una alta incidencia de
enfermedades parasitarias causadas por helmintos y protozoarios. Los parasitos helminticos
incluyen nematodos, cestodos y trematodos,'® para los cuales existen tratamientos derivados
de bencimidazol como el albendazol y mebendazol, solos 0 en combinacién con otros agentes
antiparasitarios para infecciones contra nematodos (ej. Ascaris lumbricoides, Enterobius
vermiculairs, Cooperia spp., etc.) y cestodos (ej. Taenia solium, Echinococcus spp., Moniezia
expansa, etc.). Para el caso de los trematodos (ej. Fasciola hepatica, Paragonimus spp., etc.),

el tratamiento de eleccion usualmente es triclabendazol.l” Contra Giardia intestinalis y

—
o)}
| —
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Trichomonas vaginalis, se ha probado la efectividad de otro compuesto bencimidazdlico, el
carbendazim.® La informacioén cristalografica revela que los derivados bencimidazélicos se
unen de forma selectiva a la B-tubulina interfiriendo en la interaccion con el monémero de a-

tubulina del heterodimero.1®

Por otro lado, la orizalina es un derivado de la dinitroanilina usado en un principio como
herbicida. Sin embargo, este compuesto ha mostrado actividad prometedora contra
protozoarios parasitos al unirse selectivamente en la subunidad de a-tubulina.?® El efecto que
muestra sobre T. gondii es que promueve la formacion de microtubulos mas cortos en el
conoide, el cual funciona como mecanismo de ingreso a la célula al ser un parésito intracelular
obligado, causando que el parasito no sea invasivo.?! De igual forma, ha mostrado ser selectiva
en la inhibicién de los microtibulos de Plasmodium falciparum?? y Leishmania mexicana en
sus dos etapas de crecimiento, como amastigotes y tripomastigotes.?® En el caso de
Tripanosoma cruzi, se ha reportado la inhibicién de epimastigotes con orizalina aunque resulta

menos potente que una dinitroanilina precursora llamada trifluralina.?*

1.4.3. Otras aplicaciones

En plantas, los microtubulos estan involucrados en el desarrollo de la pared celular. Los
compuestos que tengan como blanco los microtubulos pueden tener actividad herbicida. Tal
es el caso de los derivados de la dinitroanilina, herbicidas preemergentes que causan
anormalidades en regiones de gran actividad meristematica como las raices, previniendo asi
el crecimiento de la planta.?®> Lolium rigidum es la principal especie de pasto considerada en
algunos lugares como especie invasora, ya que tiene un rapido y amplio crecimiento. Para su
control. se han utilizado herbicidas como la orizalina y trifluralina, lo que ha conducido al

desarrollo de resistencia para los compuestos utilizados cominmente.26

Por su parte, las infecciones micdticas afectan a diversos tipos de cultivos. En la actividad
agricola, se utilizan algunos compuestos que tienen afinidad por la tubulina para tratar esta
problematica, los cuales se pueden clasificar en tres grupos: bencimidazoles, N-
fenilcarbamatos y benzamidas. Dentro de los bencimidazoles se encuentra el carbendazim,
nocodazol, mebendazol, entre otros. El dietofencarb es el principal N-fenilcarbamato y dentro

de las benzamidas encontramos a la zoxamida y etaboxam, por mencionar algunos ejemplos.
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.  Agentes dirigidos a los microtubulos

Como se menciond en el capitulo anterior, el ensamble de los microtibulos depende de la
union de GTP al heterodimero de a/B-tubulina, por lo que la reduccion de la concentracion del
nucleotido conlleva a una disminucion sustancial de su polimerizacion. Asimismo, la
polimerizacién de los microtubulos depende del ambiente donde se encuentren, por ejemplo,
la disminucion de la temperatura o el incremento en la concentracién del Ca?* provoca una

rapida despolimerizacion.®

En la actualidad, se conoce un gran nimero de moléculas que se unen de forma selectiva a la
tubulina, los cuales se encargan de regular el equilibrio dinAmico de los microttbulos y, por lo
tanto, mediar la amplia variedad de funciones en las que participan.?’ Dado que existe un gran
namero de proteinas, péptidos y ligandos exdgenos capaces de regular la dinamica de los
microtubulos, la tubulina ha sido reconocida como un blanco terapéutico atractivo para el

desarrollo de agentes anticancerigenos, antiparasitarios, herbicidas, fungicidas, entre otros.

2.1. Mecanismos de unién molecular de compuestos antitubulina

Con base en el efecto sobre la polimerizacion de la tubulina, los compuestos antitubulina se
clasifican en agentes estabilizadores e inhibidores de la polimerizacién.”> Ambos mecanismos
interfieren con la dindmica de los microtibulos, arrestando el ciclo celular en fase de

separacion del material genético y promoviendo asi la muerte celular por apoptosis.®

Los avances en las técnicas de cristalografia de rayos X y crio-microscopia electrénica han
permitido establecer el mecanismo molecular de una amplia variedad de compuestos
antitubulina y sus sitios de unién en el heterodimero de a/B-tubulina. A la fecha, se han
identificados siete sitios de union de moléculas pequeias a la a/p-tubulina, los cuales han sido
nombrados con base en las siguientes moléculas representativas: paclitaxel, vinblastina,
colchicina, maytansina, laulimalida/perolusida A y pironetina (Figura 2.1).2”> El paclitaxel, la
laulimalida y la perolusida A son agentes estabilizadores de los microtubulos, cuyo sitio de
union se localiza en la subunidad de B-tubulina. Por otro lado, la vinblastina, maytansina,
colchicina y pironetina son compuestos inhibidores de la polimerizacion de la tubulina. La

vinblastina y maytansina se unen a la interfaz del heterodimero de tubulina, mientras que la
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colchicina interactua con la subunidad B y la pironetina con la subunidad a. A principios del
ano 2022, se describié un nuevo sitio de unién en la a-tubulina, al cual nos referiremos en este

trabajo como el sitio del todalam.®

o-tubulina

Vinblastina
Todalam Pironetina
Carbendazim
Colchicina
Laulimalida/Perolusida A
Paclitaxel

Maytansina

B-tubulina

Figura 2.1. Representacion tridimensional del heterodimero de a- (azul) y B-tubulina (gris) con los
principales compuestos estabilizadores (paclitaxel, laulimalida/perolusida A) e inhibidores (maytansina,

vinblastina, maytansina, todalam, colchicina y carbendazim) de la polimerizacion.

2.2. Agentes estabilizadores de la polimerizacion
2.2.1. Sitio del paclitaxel

El paclitaxel, cuyo nombre comercial es Taxol®, se trata de un diterpenoide proveniente del
extracto del arbol del Tejo del Pacifico (Taxus brevifolia), el cual fue aprobado a mediados de
1998 para ser empleado en el tratamiento de diversos tipos de cancer.”> La molécula presenta
una estructura ampliamente hidrofébica, lo que ha derivado en la dificultad para la formulacion
de un medicamento.?® Esta molécula fue el primer estabilizador de microtibulos debidamente

identificado gracias a técnicas de cristalografia de rayos X.”?8 El sitio de union del paclitaxel
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compuestos como epotilona, zampanolida, discodermolida y tacalonolida AJ (Figura 2.2). Este
sitio se compone por residuos principalmente hidrofébicos y comprende las regiones de la
hélices 6y 7 (H6 y H7), laldmina 7 (S7) y el asa 9 (T9) que conecta a S7 con la hélice 9 (H9),
denominada M-loop (Figura 2.3).”?° El M-loop es un segmento estructural de la B-tubulina que
va del residuo F270 a T285, y esta involucrado en la estabilizacion de la interaccion lateral
entre protofilamentos de tubulina. De esta manera, los ligandos acoplados al sitio inducen una
conformacién helicoidal més estable del M-loop que se comprueba al observar los complejos

cristalizados.”-2°

Epotilona-A
Sitio del paclitaxel
Sitio de la

laulimalida/ ST
Tacalonolida AJ perolusida A Laulimalida Perolusida A

Figura 2.2. Estructuras quimicas de estabilizadores de la polimerizacion de los microtabulos que se

unen a la B-tubulina.

Existen otros ligandos que se acoplan a este sitio, pero con un mecanismo diferente. Por
ejemplo, la zampanolida y la tacalonolida AJ se unen de forma covalente a los residuos H229
y D226 del sitio de unién del paclitaxel, pero no interactiian con el M-loop. Estos compuestos
estabilizan el microtibulo al inducir una conformacion mas abierta de esta seccién para

favorecer las interacciones laterales de los protofilamentos.”-2°
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Figura 2.3. Representacién de la estructura secundaria y terciaria de la B-tubulina. En el esquema de
la izquierda, se muestran con cilindros a las a-hélices y con flechas a las laminas B. La figura de la
derecha muestra la estructura tridimensional al heterodimero de a/B-tubulina, empleando el cédigo de

colores del esquema de estructura secundaria de la izquierda.

2.2.2. Sitio de la laulimalida / pelorusida A

Tanto la laulimalida como la pelorusida A son macrdélidos provenientes de esponjas marinas
(Figura 2.2).%0 El sitio de unién de ambos se encuentra en la superficie de la B-tubulina, donde
establece interacciones prioritariamente hidrofébicas con residuos de las hélices H9 y H10, y
las asas que unen a H9-S8 y H10-S9 (T10 y T11, respectivamente) (Figura 2.3).3!

El mecanismo molecular propuesto para ambos ligandos establece que la unién a la superficie
de la subunidad B permite la formacion de interacciones estabilizantes con la hélice 3 (H3) de
la a-tubulina del protofilamento adyacente. De esta forma, estas moléculas estabilizan el
microtubulo e impiden su disociacion. Ademas, se ha encontrado que los ligandos que se unen
al sitio de la laulimalida promueven una conformacion que estabiliza el sitio de paclitaxel y
viceversa. Esto ultimo ha sugerido la existencia de un efecto sinérgico entre los ligandos de
ambos sitios que puede dirigirse hacia la administracién conjunta (polifarmacia) para el

tratamiento de enfermedades degenerativas.”3!

11

—
| —



Capitulo I

2.3. Agentes inhibidores de la polimerizacion
2.3.1. Sitio de los alcaloides de la Vinca

Dentro de este grupo, se encuentran compuestos de origen natural y semisintéticos como la
vinblastina, vincristina, vinorelbina y vinflunin, todos ellos provenientes de las plantas Vinca
rosea o Catharanthus roseus (Figura 2.4). V. rosea ha sido utilizada desde tiempos
ancestrales por la Medicina Tradicional China, originalmente como hipoglucemiante, aunque
estudios recientes han demostrado que este efecto es minimo.3? En otofio de 1987, la Food
and Drug Administration (FDA) aprueba el uso de la vinblastina y vincristina para el tratamiento

de algunos tipos de tumores soélidos.”

El sitio de union a la tubulina de los alcaloides de la Vinca se encuentra en la subunidad a, en
la interfaz de dos heterodimeros dispuestos verticalmente en el arreglo de protofilamentos
(a1B102B2).% Los ligandos que se unen a este sitio interactian con los residuos de la hélice H6,
y las asas T5 y H6-H7 (Figura 2.2) de la B-tubulina del primer heterodimero (B1) junto con la
hélice H10, la lamina S9 y el asa T7 de la subunidad de a-tubulina del segundo heterodimero

(a2).7:33

Los alcaloides de la vinca actian también sobre los microtibulos en dos sitios de union, en el
extremo de rapido crecimiento (extremo positivo) y en la superficie lateral de los mismos. En
bajas concentraciones, se unen directamente al extremo positivo del microtubulo previniendo
su elongacion y, de forma indirecta, promueven el entrecruzamiento de las MAPs causando
desestabilizacion.®® En altas concentraciones, los alcaloides de la Vinca promueven la
despolimerizacion al formar agregados en forma de anillos que no son compatibles con la
estructura tubular. También promueve una conformacion donde el M-loop no favorece las
interacciones laterales con protofilamentos adyacentes.” De cualquier forma, el efecto

observado en este grupo de moléculas es la inhibicion de la polimerizacion de los microtubulos.

2.3.2. Sitio de la maytansina

Este compuesto es un macrolido encontrado en los arboles Maytenus serratia y Maytenus

buchananii (Figura 2.4), cominmente utilizados en la Medicina Tradicional Africana.3* El sitio
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de union de la maytansina se encuentra en la B-tubulina, muy cerca del nucleétido de GTP. A
diferencia de los agentes de union al sitio del paclitaxel, se ha mostrado que la unién de la
maytansina no permite la unién de alcaloides de la vinca.®® Los ligandos que se acoplan a este
sitio interactuan con residuos de las hélices H3 y H11 (Figura 2.3), asi como con las asas T3
y T5, estableciendo contactos hidrofébicos y polares. La modificacion de este sitio de unién
impide el cambio de conformacion de curveada a recta del heterodimero de tubulina. De esta
manera, no se contindan agregando dimeros de tubulina en el extremo positivo, inhibiendo el

proceso de polimerizacion.”3°

2.3.3. Sitio de la pironetina

Hasta este momento, los compuestos que se han descrito en las subsecciones anteriores
actiian sobre la tubulina uniéndose a la subunidad 8 o a la interfaz del heterodimero. En esta
ocasion, el sitio de la pironetina se localiza en el nucleo de la subunidad a. La pironetina es
un policétido (Figura 2.4) proveniente del extracto fermentativo de varias especies de

Streptomyces, usado en un principio como herbicida y actualmente como agente citotdxico.®

Este compuesto se une de forma covalente irreversible al residuo C316 de la subunidad de a-
tubulina al poseer un aceptor de Michael en su estructura. Al unirse la pironetina, se desplaza
el asa T7 y la hélice H8 impidiendo la unién del ion de Mg?*. Este ion es de suma importancia
debido a que, permite estabilizar la unién de GDP en la subunidad B-tubulina adyacente. Como
consecuencia, el nucleétido pierde afinidad en su sitio y promueve el desensamble de los

microttbulos.3”

2.3.4. Sitio del todalam

El disefio de farmacos basado en fragmentos se ha convertido en una herramienta efectiva en
el desarrollo de nuevas moléculas con posible actividad biolégica.® El todalam, es un
compuesto desarrollado con esta metodologia (Figura 2.4), el cual fue disefiado a partir de un
estudio que involucré la evaluacion de 56 fragmentos quimicamente diversos en la tubulina.
Este compuesto se acopla a un sitio totalmente nuevo, el cual se encuentra en la interfaz de

dos heterodimeros interactuando principalmente con la cadena a y ligeramente con la cadena
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B de un heterodimero adyacente. En la subunidad a, establece contactos con las laminas S8
y S9 y la hélice H8. Por su parte, en la subunidad B interactua con el asa T3 y la hélice H11
(Figura 2.3). Estas interacciones conllevan a que el todalam impida estéricamente el cambio
de conformacion de curvo a recto en la etapa de polimerizacién del microtibulo. Ademas,
forma oligdbmeros con forma de anillo que son incapaces de acoplarse en el crecimiento del
microtubulo, como ocurre también con la vinblastina. Se ha demostrado que ambos

compuestos pueden unirse a la tubulina simultdneamente teniendo quizés un efecto sinérgico.

O
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Figura 2.4. Estructuras quimicas de inhibidores de la polimerizacion de los microtibulos.

2.3.5. Sitio de la colchicina

La colchicina proviene del extracto natural de la planta Colchicum autumnale, la cual ha sido
utilizada como remedio por la medicina tradicional para el tratamiento de padecimientos como
la gota, la fiebre familiar del Mediterraneo y la enfermedad de Bechet. Desafortunadamente,

las aplicaciones clinicas de la colchicina se han visto limitadas debido a su alta toxicidad.®

El sitio de la colchicina se localiza en el nucleo de la subunidad de B-tubulina, muy cerca de la
interfaz del heterodimero; esta constituido por la hélices H7 y H8, el asa T7 y las laminas S8 y
S9 de la B-tubulina (Figura 2.3) y un segmento del asa T5 de la a-tubulina.” Varios estudios
han demostrado que el desplazamiento del asa T7 impide estéricamente el cambio de
conformacion de tubulina a microtibulo, mecanismo por la cual este compuesto y sus analogos

estructurales promueven la despolimerizacion de los microtibulos.!! Este es, probablemente,

N
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el sitio con el mayor nimero de compuestos reportados que ademas presentan una gran
diversidad estructural.®® A diferencia de los compuestos que se unen a los sitios anteriormente
descritos, la colchicina es una molécula pequefa por la cual resulta més sencillo el desarrollo

de moléculas semisintéticas o de sintesis completa.

Los derivados de bencimidazol-2-carbamato de metilo, como albendazol, fenbenzadol,
nocodazol, mebendazol y parbendazol, conocidos por presentar actividad antihelmintica y
anticancerigena, se unen a la B-tubulina en una cavidad muy cercana al sitio de la colchicina,
compartiendo ademas algunos aminoacidos en comuin.®® Estos y otros inhibidores de la
polimerizacion que se unen a la cavidad contigua han sido clasificados como inhibidores del
sitio de unién de la colchicina.*?4! Sin embargo, existen caracteristicas estructurales y de

interaccidén que sugieren que se tratan de dos sitios distintos.

En el presente trabajo monografico de actualizacion, se analizara la informacioén cristalogréafica
de complejos tubulina-ligando, comparando los perfiles de interaccién entre moléculas, con la
finalidad de obtener un panorama general de los ligandos acoplados en este sitio y poder definir
si se trata de un sitio muy amplio, o bien dos sitios contiguos que comparten aminoacidos en

comun pero que tienen caracteristicas de polaridad diferentes.
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I1l. Inhibidores del sitio de la colchicina

3.1. Informacion cristalografica de la tubulina

Actualmente, se han depositado en la base de datos del RCSB Protein Data Bank (PDB en lo
subsecuente) 640 estructuras cristalograficas de multimeros de tubulina y otros segmentos de
microtUbulos. Los avances en cristalografia de rayos X han permitido obtener estructuras con
mejor resolucion. El heterodimero de a/B-tubulina fue cristalizado por primera vez en el afio

2001 (PDB: 1JFF42, Figura 3.1), en presencia del paclitaxel, con una resolucion de 3.5 A.

Tubulina
tirosina ligasa
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T2R-RB3 T2R-TTL

Figura 3.1. Representacion tridimensional de los modelos de tubulina depositadas en el PDB. De
izquierda a derecha, se encuentra el heterodimero de a- (gris) y B-tubulina (blanco), el complejo T»-
RB3, que incorpora al heterotetramero a:3:a282 a RB3 con un dominio de unién de estatmina (azul), y

T2R-TTL, el cual incluye un dominio de tubulina tirosina ligasa (amarillo).

Mas tarde, se cristalizo un modelo del heterotetramero de tubulina (aif10282) nombrado To-
RB3 (PDB: 3N2G*, Figura 3.1), en donde la tubulina (T2) se encuentra unida a RB3, una

proteina de tejido neuronal promotora del proceso de la catastrofe con un dominio de estatmina
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proceso de polimerizacion. EI modelo actualmente utilizado consiste en el sistema T2-RB3
acoplado a un segmento de tubulina-tirosina ligasa (TTL), el cual se ha denominado como T2R-
TTL (Figura 3.1). ElI segmento final tiene un papel crucial en la estabilizacion del
heterotetrdmero, ya que se une al extremo C-terminal de a-tubulina, imitando la unién cabeza-
cola del siguiente dimero de a/B-tubulina**4¢ del sistema T2R-TTL reproduciendo de manera

mas precisa la conformacion curvada que adopta la tubulina.

3.2. Estudio del sitio de la colchicina

Se ha revisado ya el papel que cumple la inestabilidad dinAmica de los microtubulos dentro de
la célula y las aplicaciones que pueden tener los compuestos que modulen estos procesos
para el tratamiento de enfermedades crénico-degenerativas, ya sea favoreciendo o inhibiendo
la polimerizacion. Como se menciond en el capitulo anterior, el sitio de la colchicina se ubica
en la interfaz entre a y B-tubulina (Figura 3.2), conformado por las estructuras de hélice H7 y
H8, el asa T7 y las laminas S8 y S9 de la B-tubulina, y una porcién del asa T5 de la subunidad
a. Al unirse la colchicina, cambia la conformacién T7 y H8 impidiendo estéricamente la

interaccioén entre los dimeros, impidiendo de este modo la polimerizacién.!?

Actualmente, el consenso sobre el sitio de la colchicina involucra también a los derivados del
bencimidazol-2-carbamato de metilo y ligandos afines a esta region de la B-tubulina. Dado que
la diversidad quimica de los ligandos de unién a este sitio es amplia, asi como las regiones
gue ocupan del mismo, en la literatura se ha propuesto la division de este sitio en tres zonas
principales: A, By C (Figura 3.2).%! La zona A es la que se encuentra mas proxima a la interfaz
del heterodimero de a/B-tubulina, siendo ademas el sitio al que se une la colchicina y sus
analogos estructurales. Por otra parte, al internase en la B-tubulina, es posible delimitar a las
zonas B y C, siendo esta ultima la region mas internalizada en la subunidad B. A la fecha de
realizacion de este trabajo, se encuentran depositados en el PDB 120 complejos proteina-
ligando con inhibidores acoplados en las diferentes zonas de este sitio (Tabla 3.1). En las
siguientes subsecciones, se realizara una revision de los inhibidores de la polimerizacién que
se unen a las diferentes zonas del sitio de la colchicina, clasificandolos en grupos por similitud
estructural o por modo de union, describiendose ademas las caracteristicas estructurales

esenciales de cada uno de ellos
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Figura 3.2. Representacion tridimensional del heterodimero de a- (gris) y B-tubulina (blanco) mostrando

la localizacién del sitio de la colchicina (naranja). A la derecha, se muestran las estructuras secundarias

principales del sitio y las zonas descritas en el texto principal. Se marcan las zonas en las que se dividira

el sitio para su estudio.

Tabla 3.1. Informacion cristalogréafica de complejos proteina-ligando del sitio de la colchicina

CcODIGO PDB ID DE LIGANDO ZONA GRUPO ORGANISMO RESOLUCION (A) REFERENCIA
1SA0 CN2 A 1 B. taurus 3.58 Ravelli et al*!
402B LOC A 1 B. taurus 2.30 Prota et al*’
5LP6 71P A 1 B. taurus 2.90 Marangon et al*®
5LYJ 7BA A 1 B. taurus 2.40 Gaspari et al*®
5NFZ 8WB A 1 B. taurus 2.10 Field et al®°
5XKE LON A 1 S. scrofa 2.60 -
5XLZ 89U A 1 B. taurus 2.30 Cheng et al’!
574P 970 A 1 B. taurus 2.50 -
574U 96C A 1 B. taurus 3.18 Lai et al®?
6KV D3L A 1 B. taurus 2.54 Li et al>?
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CODIGO PDB IDDE LIGANDO ZONA GRUPO ORGANISMO  RESOLUCION (A) REFERENCIA
6KPP DO6 A 1 S. scrofa 2.75 Wang et al**
6TDE N3z A 1 O. aries 2.29 Shchegravina et al®®
6TH4 N9B A 1 O. aries 2.12 Stein et al®®
6XER LOC A 1 S. scrofa 2.50 Chen et al®”
7DB9 IC1 A 1 S. scrofa 2.85 -

7201 I8R A 1 B. taurus 1.82 Gao et al*®
7202 I8N A 1 B. taurus 2.36 Gao et al*®
1SA1 POD A 2 B. taurus 4.20 Ravelli et al'!
5GON 6ZR A 2 B. taurus 2.48 Zhou et al*®
5JCB NV4 A 2 S. scrofa 2.30 Zhao et al®®
5XAF 84F A 2 B. taurus 2.55 Zhou et al®!
5XAG 93X A 2 B. taurus 2.56 Zhou et al®t
5XLT 890 A 2 B. taurus 2.81 Niu et al®?
6Y6D OBQ A 2 B. taurus 2.20 Oliva et al®3
7DBB H1F A 2 S. scrofa 2.81 -
7AU5 RYK A 2 B. taurus 2.20 Yong et al®*
5H70 7Q7 A 3 B. taurus 2.80 Arnst et al®®
B6NNG DJ9 A 3 S. scrofa 2.40 Arnst et al6®
6LSM ERX A 3 S. scrofa 2.75 Li et al®”
6LSN ERR A 3 S. scrofa 2.44 Li et al®”
7DBA H10 A 3 S. scrofa 2.46 -
6D88 G9K A 4 S. scrofa 2.85 Wang et al¢8
6AGK 9WR A 4 B. taurus 2.80 Chen et al®®
605M G8K A 4 S. scrofa 2.30 Wang et al”®
605N QW9 A 4 S. scrofa 3.00 Wang et al™®
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CODIGO PDB ID DELIGANDO ZONA GRUPO ORGANISMO RESOLUCION (A) REFERENCIA
6061 KUM A S. scrofa 2.60 Wang et al™®
6PC4 091 A S. scrofa 2.60 Chen et al®®
6XES TU3 A S. scrofa 2.32 Chen et al®”
6XET TU2 A S. scrofa 2.60 Chen et al®”
5JVD 6NL A B. taurus 2.39 Zhou et al*®
5YL2 8wu A S. scrofa 2.09 Yang et al™
5YLJ 8X0 A S. scrofa 2.70 Yang et al™
5YLS Y50 A S. scrofa 3.00 Yang et al™
6F7C CVT A B. taurus 2.00 Cury et al™
3HKC E70 A O. aries 3.80 Dorléans et al®
3HKE T13 A O. aries 3.60 Dorléans et al”®
50V7 6FS A B. taurus 2.40 Jost et al™
6LS4 S40 A S. scrofa 2.40 Du et al”™®
7DBD HoU A S. scrofa 3.09 Lei et al’™®
5M7E SD5 A B. taurus 2.05 Bohnacker et al””
5M7G FB7 A B. taurus 2.25 Bohnacker et al””
5M8D UGl A B. taurus 2.25 Bohnacker et al””
5M8G 918 A B. taurus 2.15 Bohnacker et al””
5XKF 88U A S. scrofa 2.80 Yan et al’®
5XKG 890 A S. scrofa 2.20 Yan et al’®
5XKH 89C A S. scrofa 2.25 -
6BR1 E3Y A S. scrofa 2.30 Banerjee et al”™®
6BRF E44 A S. scrofa 2.50 Banerjee et al”®
6BRY GK9 A S. scrofa 2.70 Banerjee et al”™®
6BS2 E9Y A S. scrofa 2.65 Banerjee et al”®
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CODIGO PDB ID DE LIGANDO ZONA GRUPO ORGANISMO RESOLUCION (A) REFERENCIA
6EG5 J7S A 8 B. taurus 2.45 Banerjee et al®®
6N47 KB4 A 8 B. taurus 2.60 Arnst et al®!
6JCJ BGO A 8 B. taurus 2.50 Zhang et al®?
6X1C Y5J A 8 S. scrofa 2.90 Banerjee et al®®
6X1E Y5L A 8 S. scrofa 2.90 Banerjee et al®®
6X1F Y5M A 8 S. scrofa 2.70 Banerjee et al®®
7LZ7 YJ7 A 8 S. scrofa 2.80 Banerjee et al®®
7LZ8 YJ4 A 8 S. scrofa 2.92 Banerjee et al®®
402A 2RR A 9 B. taurus 2.50 Prota et al*’
4YJ3 4EE A 9 B. taurus 3.75 McNamara et al83
5CB4 TIV A 9 S. barbatus 2.19 Wang et al®4
50SK A9Q A 9 B. taurus 211 Dohle et al®®
6GF3 EX5 A 9 B. taurus 2.40 Smedley et al®®
6GJ4 Ezw A 9 B. taurus 2.40 Brindisi et al®”
5ZXH oLX A 9 B. taurus 2.80 Li et al®®
6H9B FWH A 9 O. aries 2.75 Naret et al®®
6HX8 GXN A 9 B. taurus 2.40 Dohle et al®®
7CPD GoU A 9 B. taurus 251 -
7CPQ G9X A 9 B. taurus 2.60 -
5CA0 LXL B 10 S. scrofa 2.50 Wang et al®
6KNZ DNO B 10 B. taurus 2.48 Niu et al®*
7CBZ FUO B 10 S. scrofa 2.61 Wang et al®?
5S4Q WVD B 10 B. taurus 2.59 Mihlethaler et al?”
5S4R NW7 B 10 B. taurus 2.35 Muhlethaler et al?’
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CODIGOPDB IDDELIGANDO ZONA GRUPO ORGANISMO RESOLUCION (A) REFERENCIA
5548 KOM B 10 B. taurus 2.35 Muhlethaler et al?”
5S4T K1G B 10 B. taurus 2.27 Muhlethaler et al?”
5S4U GX4 B 10 B. taurus 2.39 Muhlethaler et al?”
5S4W wz7 B 10 B. taurus 2.80 Muhlethaler et al?”
5S4X JHD B 10 B. taurus 2.53 Muhlethaler et al?”
5S4Y NSJ B 10 B. taurus 2.30 Muhlethaler et al?”
5S51 RWS B 10 B. taurus 2.40 Muhlethaler et al?”
5S52 W1pP B 10 B. taurus 2.83 Muhlethaler et al?”
5S53 WzZM B 10 B. taurus 2.75 Muhlethaler et al?’
3HKD N16 c NA O. aries 3.70 Dorléans et al™
3N2G G2N c NA O. aries 4.00 Barbier et al*3
3N2K K2N C NA O. aries 4.00 Barbier et al*®
4YJ2 4ED c NA B. taurus 2.60 McNamara et al83
5C8Y PN6 C NA S. barbatus 2.59 Wang et al®*
5CAl NzO C NA G. gallus 2.40 Wang et al®*
5XHC 87U C NA S. barbatus 2.75 Ding et al®
5XI7 PO7 C NA S. barbatus 2.99 >
507A 9IN5 C NA B. taurus 2.50 Sharma et al®*
5YL4 8WR C NA S. barbatus 2.64 Fu et al®®
5YZ3 94U Cc NA B. taurus 2.54 Ning et al
6FKJ DLW C NA B. taurus 2.15 Bueno et al°’
6FKL DLK C NA B. taurus 2.10 Bueno et al®’
6QO0ON 2GE C NA B. taurus 2.30 Patterson et al%
7CDA AEU C NA S. scrofa 2.66 Yang et al®®

[ 2]



Capitulo I

CODIGO PDB ID DE LIGANDO ZONA GRUPO ORGANISMO RESOLUCION (A) REFERENCIA
7CE6 AF6 C NA S. scrofa 2.69 Yang et al®®
7CES8 AEX C NA S. scrofa 2.73 Yang et al®®
7CEK FW9 C NA S. scrofa 2.70 Yang et al®®
7DBC H1C C NA S. scrofa 2.40 Lei et al™®
5547 WN1 Cc NA B. taurus 2.10 Muhlethaler et al?”
5S50 WzD C NA B. taurus 3.10 Muhlethaler et al?”
7TEMJ J6L C NA S. scrofa 2.33 -
70ODN V95 c NA B. taurus 2.33 Oliva et al*®
70GN Vo5 Cc NA B. taurus 2.20 Oliva et al®®
TEXC JEL C NA S. scrofa 2.39 -
7Z2N IAZ c NA B. taurus 217 de la Roche et al'®
722P NzO C NA B. taurus 2.00 de la Roche et al*®

Notas: NA: No aplica; B. taurus: Bos taurus; S. scrofa: Sus scrofa; S. barbatus: Sus barbatus; G. gallus: Gallus

gallus; O. aries: Ovis aries

3.3. Ligandos acoplados en la zona A

Dentro de esta zona, se tienen recolectadas 78 estructuras de ligandos en la base de datos
del PDB, las cuales hemos reunido en nueve grupos con base en su similitud estructural. El
codigo de tres caracteres reportado para cada ligando corresponde al que se le asigné dentro
de la misma base de datos, mientras que la numeracion se establecié en el presente trabajo

para facilitar la lectura.

3.3.1. Grupo 1: Similares a colchicina

La colchicina (compuesto 1a [LOC], Figura 3.4) es el primer compuesto del cual se conoce su
sitio de unién en la tubulina y por lo cual se han desarrollado un amplia variedad de analogos
y derivados.® El ensayo de inhibicion de la polimerizacion de tubulina muestra una

concentracion inhibitoria 50 (Clso) de 1.4 + 0.1 uM de este compuesto, siendo uno de los mas
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potentes hasta la fecha.*’ La estructura de la colchicina se divide en tres regiones principales,
en amarillo se muestra la region | (RI), que corresponde con el anillo de trimetoxibenceno, en
azul la region 1l (RIl), la cual abarca el anillo medio de N-cicloheptilacetamida y, por ultimo, la
region Il (RIIN) cubre el anillo de 2-metoxitropona.

El derivado de colchicina 1b (CN2), el cual contiene un sustituyente mercaptoacetil en RIl, se
empled en un inicio para comprender cual enantiomero de la colchicina era el que se acoplaba
a la tubulina.'! De igual forma, se han hecho pequefias modificaciones a la estructura de la
colchicina, como es el reemplazo del grupo metoxilo en RIII por metilito (1c, 71P), la metilacién
de la amina en lugar de acetilacién (1d, LON) o la formacién de anillos (1e). EI compuesto 1c,
también conocido como tiocolchicina, tiene reportada en la literatura una inhibicion del
crecimiento 50 (Glso) de 6.3 + 1.3 uM*8 en células de carcinoma cervical (HeLa), mientras que

la formacion del anillo de dihidrofurano en compuesto 1le (N3Z) presenté una Clsode 0.01 nM.>®

Las modificaciones que se han llevado a cabo sobre la estructura de la colchicina no han
buscado sélo mejorar la actividad, sino también la selectividad hacia los diferentes tipos de
cancer. El compuesto 1f (N9B), nombrado PT-100, demostré tener actividad citotoxica frente
a cultivos celulares de leucemia (Nalm6 y HL-60) y linfoma tipo Burkitt (BJAB), sin actividad
sobre células leucocitarias sanas. Ademas, ha mostrado un efecto sinérgico con la Vincristina
al probarse en células Nalme6, la cual es una linea célula leucemia linfoblastica multirresistente
a tratamientos.%® La simplificacién estructural es un aspecto que también se busca lograr al
optimizar una molécula, por ello el analogo 1g (8WB) elimina el nlucleo de cicloheptano de
RI1.5% El compuesto 1h (89U) es un derivado de antraquinona, el cual es hasta 4 veces mas
potente que la colchicina. Las estructuras superpuestas revelan que se acoplan de manera

similar a la colchicina en Rl y RIII.%!

La combretastatina (CA-4, 1i), molécula extraida del arbol Combretum caffrum, y sus
derivados, son conocidos agentes anticancerigenos. Debido a la presencia de un grupo vinilo
en su estructura, ésta puede adquirir dos conformaciones, cis o trans, siendo la union de la
forma cis la mas termodinamicamente favorecida. Al unirse esta conformacion, los grupos
trimetoxifenilo y 3-hidroxi-4-metoxifenilo logran disponerse hacia Rl y RIll, respectivamente.
AuUn se desconoce si la conformacion trans tiene como efecto la disminucion de la actividad
bioldgica.*® En blusqueda de mejorar la actividad de CA-4, se encontraron a los compuestos

1j-m. De este grupo, 1j (96C) y 1l (D06) han mostrado una potente actividad contra varias
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CA-4. Ademas, el compuesto 1l no tiene efecto citotoxico sobre leucocitos sanos, lo cual ha
sido un indicio de selectividad.>>%* Por su parte, ain se desconoce la actividad de los
compuestos 1k (970) y 1m (IC1).

A o:{ o
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NH NH NH
) ) Y j
(1) \ ® F . ¥ 4 .
~o o} ~o o o] c‘> o) (|3 o]
I ! A -0
1c 1d

/O -

1a 1b
(LOC) (CN2) (71P) (LON)

Figura 3.4 Compuestos del Grupo 1 del sitio de la colchicina. (A) Estructuras quimicas y descripcion
de las regiones RI (amarillo), RII (azul) y RIII (naranja). (B) Representacion tridimensional de la unién
de la colchicina (naranja, PDB: 402B) y combretastatina (azul, PDB: 5LYJ). Se marcan las estructuras
secundarias H7, T7 y H8 (cian, verde y violeta, respectivamente) en la B-tubulina y T5 (amarillo) sobre

a-tubulina, asi como los aminoacidos cercanos con los que interactdan.
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Los derivados inddlicos, como es el caso de 1m, han llamado la atencion por poseer una
potente actividad anticancerigena in vitro e in vivo, en especial los de bajo peso molecular. Un
ejemplo es el compuesto 1n (D3L), el cual se une al sitio de la colchicina ocupando las regiones
RIl y RIII, siendo un candidato atractivo para el desarrollo de compuestos antitubulina.>3 Junto
con los derivados del indol, surgieron los compuestos derivados del benzotiazol, entre los
cuales los compuestos 10 (I8R) y 1p (I8N) han mostrado la capacidad de cambiar su isomeria
cis-trans por medio de la luz. Las investigaciones en estos compuestos pueden conducir al

desarrollo de modelos biolégicos controlados in situ.%®

3.3.2. Grupo 2: Similares a la podofilotoxina

La podofilotoxina (POD [2a], Figura 3.5) es un producto natural proveniente de un extracto de
las raices de plantas herbaceas del género Podophyllum. Este compuesto es un conocido
inhibidor de la polimerizacién de la tubulina que comparte el sitio de unién de la colchicina.!!
Al igual que sucede con la colchicina, su uso en la clinica se limita por la toxicidad que presenta.
Por esto ultimo, se han desarrollado andlogos que buscan disminuir los efectos toxicos en el

tratamiento del cancer.6?

El compuesto 2b (890) es un derivado desmetilado de 2a, y el modo de union es practicamente
idéntico (Figura 3.5). Comparados con la colchicina, ambos compuestos se superponen en las
tres regiones anteriormente descritas.®? En la blUsqueda por mejorar la actividad de los
analogos de POD, el compuesto 2¢ (NV4) mostrd una mayor actividad citotoxica frente a lineas
celulares de Hela, cancer gastrico (BGC-823) y pulmonar (A549). El anillo de triazol se dispone
hacia RIl de la colchicina, donde puede formar puentes de hidrégeno con moléculas de agua

estructurales y la subunidad a.5°

La noscapina es un alcaloide natural utilizado como antitusivo, que, al igual que sus derivados
estructurales, ha probado tener actividad anticancerigena. Los compuestos 2d (OBQ) y 2e
(RYK) son dos de estos derivados, los cuales han presentado actividad inhibidora de la
polimerizacién de la tubulina. En este trabajo, se incluyeron estas moléculas en el grupo de
POD debido a que la informacioén cristalografica revela un modo de unién similar.®® De estas
moléculas, el compuesto 2e mostré ser el mas potente, revelando que la fraccion de 1,3-
benzodioxol es importante para la actividad biolégica.®* En el caso del compuesto 2f (H1F), a

la fecha no se han reportado datos referentes a su actividad biol6gica.
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Figura 3.5 Compuestos del grupo 2 del sitio de la colchicina. (A) Estructuras quimicas y descripcion de
las regiones RI (amarillo), RIl (azul) y Rl (naranja). (B) Representacién tridimensional de la unién de
la podofilotoxina (morado, PDB: 1SA1) y 93X (verde, PDB: 5XAG). Se marcan las estructuras H7, T7 y
H8 (cian, verde y violeta, respectivamente) en la B-tubulina y T5 (amarillo) en la a-tubulina y los

aminoacidos cercanos con los que interactdan.

Los compuestos 2g-i provienen de una serie de compuestos analogos del CA-4, los cuales
presentan un anillo B-lactamico espaciador entre los nacleos aromaticos. El cristal del complejo
proteina-ligando con 2g (6ZR) revela que la orientacion del isomero trans es importante para
la actividad biologica, el anillo de trimetoxilo de estos compuestos se internaliza mas en el sitio
gue la colchicina debido al tamafio del espaciador B-lactamico, ademas de presentar mayor
actividad citotéxica con un intervalo de Clso entre 31 a 63 nM contra lineas de células
cancerosas como A2780, HeLa y SKOV-3.5° De este grupo, los compuestos 2h (84F) y 2i
(93X) tuvieron una mejor actividad biologica, pues mostraron una Clso de 0.021 y 0.001 pM,

respectivamente, contra las mismas lineas celulares.®!
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3.3.3. Grupo 3. Derivados de imidazopiridina, bencimidazol y pirazolopirimidina

Los compuestos pertenecientes a este grupo conservan el anillo trimetoxilado que se acopla a
la region RIIlI de la colchicina (Figura 3.6). El compuesto 3a (7Q7), mostro selectividad y
potencia contra células cancerigenas de melanoma metastasico que presenta resistencia al
paclitaxel. Ademas, los ensayos in vivo demostraron una reduccion del tamafio de tumores
pulmonares y un perfil de seguridad adecuado al no afectar tejidos sanos en modelos murinos

tratados.%°®

X
A
3a (7Q7) N
N
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x B N/>_R
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3¢ (H10) CH
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=z h}Fg
“N< 3d (ERX) -

3e (ERR) -

Figura 3.6. Compuestos del grupo 3 del sitio de la colchicina. (A) Estructuras quimicas y descripcion
de las regiones RI (amarillo), RIl (azul) y RIll (naranja). (B) Representacion tridimensional de la unién
de DJ9 (verde, PDB: 6NNG) y ERR (azul, PDB: 6LSN) en el sitio. Se marcan las estructuras de H7, T7
y H8 (cian, verde y violeta, respectivamente) en la B-tubulina y T5 (amarillo) en la a-tubulina y los

amino&cidos cercanos con los que interactdan.

Por su parte, el compuesto 3b (DJ9), un analogo de 3a, presenta efectos antitumorales y
antiangiogénicos in vivo; sin embargo, la afinidad que tiene por el sitio es menor que la
colchicina y CA-4. A pesar de que este compuesto mostro ser efectivo en lineas celulares de
melanoma que presentan resistencia a paclitaxel, estudios previos han sugerido que la
despolimerizacion de la tubulina no sea su principal mecanismo de accién.® El compuesto 3¢

(H10) es derivado de 3a, del cual no se ha reportado aun informacion referente a su actividad
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sobre tubulina. Posiblemente, al tener esta sustitucion alifatica, su interaccion con el sitio

hidrofébico sea mayor en comparacion con 3a.

Los derivados de pirazolopirimidina, 3d (ERX) y 3e (ERR), mostraron una potente actividad
antiproliferativa en células tumorales, con una Clso de 28 y 24.8 nM, respectivamente. La
potencia superior del compuesto 3e se debe, probablemente, a la amplia superficie de contacto

en el sitio de unién. Ademas, este compuesto es metabdlicamente mas estable que 3d.%’

3.3.4. Grupo 4. Derivados de imidazol, piridina y pirazina

El anillo de 3,4,5-trimetoxibenzoilo es comun para muchos de los inhibidores de este sitio. Las
modificaciones que se han hecho sobre esta porcién de la molécula han llevado a la
disminucién en los efectos antiproliferativos.1°t En el caso del compuesto 4a (G9K), se formd
un anillo a partir de un par de grupos metoxilo para dar lugar a la benzodioxina (Figura 3.7).
Esto ultimo permitié una mejora significativa de la actividad anticancerigena, incluyendo lineas

celulares resistentes a paclitaxel.58

El compuesto 4b (ABI-231/KUM) es un potente inhibidor de la tubulina que se encuentra en
ensayos clinicos para el tratamiento de cancer de mama y de préstata. A partir de esta
estructura han surgido los compuestos 4c¢ (QW9) y 4d (G8K), que corresponden a un derivado
y analogo, respectivamente. Ambas modificaciones conducen a una mejora en la actividad
antiproliferativa frente a diversas lineas celulares de carcinomas resistentes, siendo 4d el de
mayor potencia citotoxica, con una Glso entre 1.6 a 3.7 nM frente a diversas lineas celulares

de cancer.”

El compuesto 4e (ABI-274/091) también es un potente inhibidor, aunque ligeramente menos
activo que 4b (Clso de 13.5 nM y 10 nM, respectivamente). En el intento de optimizar esta
molécula, se encontré que al cambiar el anillo de imidazol por piridina, como en el compuesto
4f (9WR), se observa una mejora en la actividad anticancerigena al alcanzar una Clso de 1.8
nM contra células cancerosas.®® A pesar de ser mas potente, 4f es metabdlicamente
susceptible, por lo que se buscé modificar la estructura para evitar su biotransformacion,
surgiendo asi los compuestos 4g (TU3) y 4h (TU2), los cuales son metabdlicamente mas

estables.>’
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Figura 3.7. Compuestos del grupo 4 del sitio de la colchicina. (A) Estructuras quimicas y descripciéon
de las regiones RI (amarillo), RIl (azul) y RIll (naranja). (B) Representacion tridimensional de la union
de G9K (naranja, PDB: 6D88) y TU2 (azul, PDB: 6XET) en el sitio. Se marcan las estructuras de H7,
T7 y H8 (cian, verde y violeta, respectivamente) en la B-tubulina y T5 (amarillo) en la a-tubulina y los

aminodcidos cercanos con los que interactdan.

3.3.5. Grupo 5. Chalconas y bencidrazida

Los compuestos 5a-d son analogos de chalcona (Figura 3.8), compuestos de origen vegetal
importantes en el desarrollo de farmacos con actividades biolégicas diversas.'%? La molécula
5a (8X0), conocida como millepachina, es un producto natural proveniente de la planta Millettia
pachycarpa. Esta molécula, junto con sus derivados 5b (Y50) y 5¢ (8WU), son capaces de

unirse a las regiones RI y RIll del sitio de la colchicina en la tubulina. Dentro de estos tres
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compuestos, 5b fue el que mostré mayor actividad frente a lineas celulares de cancer hepatico
(HepG2) y de ovario (A2780S) resistentes a tratamientos convencionales.’”t Yang et al.1%
menciona que la unién de este compuesto es de forma irreversible; sin embargo, la informacion
la resolucion del complejo mediante rayos X no sugiere la presencia de un enlace covalente
entre el ligando y la proteina. La accion irreversible observada durante los ensayos biologicos
puede provenir de su unién a otra proteina, o bien a productos de oxidacién que se forman
durante la incubacion con células. EI compuesto 5d (6NL), un analogo estructural de 5a,
mostrd una potente actividad antiangiogénica y antitumoral al inhibir el crecimiento de células

endoteliales y tumorales, respectivamente, con valores de Clso que van de 1 a 10 nM.1%4

Figura 3.8. Compuestos del grupo 5 del sitio de la colchicina. (A) Estructuras quimicas y descripcion
de las regiones RI (amarillo) y RIIlI (naranja). (B) Representacién tridimensional de la union de 8XO
(rojo, PDB: 5YLJ) y CVT (gris, PDB: 6F7C) en el sitio. Se marcan las estructuras H7, T7 y H8 (cian,
verde y violeta respectivamente) en la B-tubulina y T5 (amarillo) en la a-tubulina y los aminoacidos

cercanos con los que interactuan.

Uno de los mecanismos mas importantes en la resistencia a farmacos empleados para el
tratamiento de diferentes carcinomas involucra su eflujo a través de transportadores de tipo
ABC (ej. P-gp/ABCG1, BCRP/ABCG2).1% El compuesto 5e (CVT), el cual posee un conector

de hidrazida en lugar del aceptor de Michael, es un compuesto con potente actividad
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anticancerigena y mayor estabilidad que los derivados de chalcona, que ademas no es sustrato
de transportadores de resistencia a farmacos. Adicionalmente, este compuesto promueve el
dafio al DNA que se observa a través de la formacion de microndcleos. Las evaluaciones in
vivo muestran pérdida de peso y toxicidad gastrointestinal, por lo que abre la busqueda de

compuestos que disminuyan estos efectos.’?

3.3.6. Grupo 6. Derivados de sulfonamida y sulfona

El compuesto 6a (E70) se acopla a las regiones RIl y RIII de la colchicina a través del anillo de
piridina y 4-metoxifenilbencensulfonamida, respectivamente (Figura 3.9). Esta molécula
interactta en una regién mas internalizada por lo que no tiene contacto con el asa aT5. Durante
la optimizacion de este derivado, se encontrdé que el compuesto 6b (S40) supera la resistencia
al paclitaxel y carece de neurotoxicidad en ensayos celulares y modelos murinos.”® Por su
parte, la actividad inhibidora de la polimerizacion del compuesto 6¢ (HOU) fue determinada
con una concentracion efectiva 50 (CEso) de 21 nM. Este compuesto orienta el sustituyente
nitrilo hacia la cavidad hidrofébica del sitio de la colchicina. Dado que no es sustrato de la
glicoproteina P y es capaz de unirse a la isoforma BlIl, se ha seleccionado como una molécula
promisoria para superar la resistencia al tratamiento con otros agentes dirigidos a los

microtdbulos.”®

El rigosertib (6d, 6FS) no poseia un modo de unién establecido cuando se encontraba en fase
lll. Sin embargo, en el afio 2020 la FDA aprobd su uso para el tratamiento del sindrome
mielodisplasico. En un principio, se atribuy6 su actividad biologica por su posible accion como
inhibidor de la fosfatidilinositol-3-cinasa (PI13K). Mas tarde, técnicas combinadas de grupos de
repeticiones palindrémicas cortas regularmente interespaciadas de inhibicion y activacion
(CRISPRI y CRISPRa, por sus siglas en inglés, respectivamente) demostraron que el
compuesto se une a tubulina en el sitio de la colchicina. La resolucién del complejo proteina-
ligando revela que el rigosertib establece interacciones hidrofébicas en la B-tubulina y un

puente de hidrégeno con el residuo T179 del asa aT5.74

La informacion cristalografica del compuesto 6e (T13), muestra que este compuesto se une de
dos formas al sitio. La primera de ellas es mediante una union covalente con el residuo C239,

mientras que la segunda se posiciona a través de un acoplamiento no covalente proximo a la
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interfaz del heterodimero. Cabe mencionar que estos modos de union no son excluyentes el

uno del otro.”?
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Figura 3.9 Compuestos del grupo 6 del sitio de la colchicina. (A) Estructuras quimicas y descripcion de
las regiones RI (amarillo) y RIIl (naranja). (B) Representacion tridimensional de la unién de E70 (rosa,
PDB: 3HKC) y T13 (verde, PDB: 3HKE) en el sitio. La estructura en gris corresponde al modo de unién
covalente de T13 con el residuo C239. Se marcan las estructuras de H7, T7 y H8 (cian, verde y violeta,
respectivamente) en la B-tubulina y T5 (amarillo) en la a-tubulina y los aminoacidos cercanos con los

que interactuan.

3.3.7. Grupo 7. Analogos de buparlisib

El buparlisib (7a, SD5) es un conocido inhibidor de la cinasa PI3K empleado para el tratamiento
del cancer, del cual se ha descubierto recientemente que posee actividad inhibidora de la
polimerizacién de la tubulina al unirse al sitio de la colchicina (Figura 3.10). En 2017,
Bohnacker et al.”” sintetizaron una serie de analogos estructurales (7b-d) de este compuesto
con el fin de potenciar la actividad antitubulina. Para conocer la orientacion del buparlisib en la
tubulina, se sintetizaron a los compuestos 7c¢ (918) y 7d (UGI), en los cuales se reemplaza a
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uno de los sustituyentes de morfolina por pirrolidina para la generacion de regioisémeros. De
estos compuestos, el 7c presentd una actividad inhibitoria sobre tubulina 30 veces mayor que
7d, con una Clso de 0.40 uM y 12 uM, respectivamente. Ademas, en ese estudio se encontrd
que al reemplazar el nacleo central de pirimidina por piridina (i.e., 7a) las moléculas pierden

actividad inhibidora de cinasa, pero mejoran la actividad inhibitoria de la polimerizacion.

Figura 3.10. Compuestos del grupo 7 de la colchicina. (A) Estructuras quimicas y descripcién de la
region RIII (naranja). (B) Representacion tridimensional de la unién de SD5 (azul, PDB: 5M7E) en el
sitio. Se marcan las estructuras de H7, T7 y H8 (cian, verde y violeta, respectivamente) en la -tubulina

y T5 (amarillo) en la a-tubulina y los aminoacidos cercanos con los que interacttan.

3.3.8. Grupo 8. Derivados de cumarina, pirimidina y quinazolina

La informacién que proporciona el cristal del complejo proteina-ligando de 8a (BGO) indica que
se acopla bien a las tres regiones anteriormente descritas para la colchicina (Figura 3.11). La
unién de este compuesto puede ayudar a explicar la relacién estructura-actividad de otros
derivados de benzopirano. Por ejemplo, se ha visto que la ausencia del anillo dimetoxifenilo
disminuye en gran medida la actividad inhibitoria de la polimerizacién, pues se pierden

interacciones hidrofébicas importantes en esa area del sitio.??

El compuesto 8b (88U), conocido como verubulina, ha demostrado ser un potente inhibidor de

la polimerizacién de la tubulina cuya evaluacién en fases clinicas fue suspendida debido a la
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alta toxicidad que presentd.1% Por esto ultimo, se decidié modificar al niicleo de quinazolina
por una cumarina, dando lugar al compuesto 8c (890), el cual ha demostrado tener potente
actividad citotdxica contra lineas celulares de cancer multirresistentes. El anillo de quinazolina
y cumarina de ambos compuestos se superponen perfectamente en el sitio; sin embargo, la
presencia del carbonilo de la lactona de 8c conlleva a una disminucion de la superficie
hidrofébica de contacto y, por lo tanto, una disociaciéon en un menor tiempo.’® Acerca del
compuesto 8d (89C), a la fecha no hay informacion reportada sobre su actividad bioldgica,

pero es posible observar que se trata de un analogo hidroxilado de 8c.
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Figura 3.11. Compuestos del grupo 8 de la colchicina. (A) Estructuras quimicas y descripcion de las
regiones RI (amarillo), RIl (azul) y RIll (naranja). (B) Representacion tridimensional de la union de E3Y
(azul, PDB: 6BR1) y J7S (naranja, PDB: 6EG5) en el sitio. Se marcan las estructuras de H7, T7 y H8
(cian, verde y violeta, respectivamente) en la B-tubulina y T5 (amarillo) en la a-tubulina y los

aminoacidos cercanos con los que interactdan.
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En 2018, Banerjee et al.” sintetizaron la serie compuestos 8e-h, los cuales resultaron de
modificar el anillo bencénico de la quinazolina en 8d por piridina, isoxazol y furano.
Adicionalmente, se llevd a cabo la formacion de un anillo de piperidina para restringir la
movilidad del sustituyente 4-metoxifenilo. De entre ellos, los compuestos 8g (E3Y) y 8h (G9K)
fueron los que mostraron los efectos antitumorales mas sobresalientes, incluso presentando
actividad contra lineas celulares resistentes al tratamiento con paclitaxel. Con base en la
estructura de 8h, se sintetizaron los compuestos 8i (KB4) y 8j (J7S), los cuales se diferencian
por tener un nudcleo de quinoxalinona en lugar de la tetrahidroquinolina. Estos compuestos
mostraron una actividad inhibitoria de la polimerizacion mas significativa que con el nucleo
original. Ademas, los ensayos in vitro de 8i mostraron una mejor actividad citotoxica, reflejada
en sus valores de Clso que van desde 1.6 a 10.3 nM contra diferentes lineas celulares de
cancer. Sin embargo, la poca solubilidad, inestabilidad metabdlica y toxicidad observada en
modelos animales conllevd a la seleccién del compuesto 8j como el mejor candidato para

continuar con modificaciones estructurales.8!

Los esfuerzos por mejorar al compuesto 8i resultaron en la generacion de la serie 8k-0. Estos
compuestos se unen al sitio de la colchicina e impiden la polimerizacién de los microtubulos,
de entre estos 8n (YJ4) y 8o (Y5L) mostraron ser los de mayor actividad en ensayos in vitro
de polimerizacion, proliferacion y migracion celulares. Ademas, el compuesto 8o mostré un

perfil farmacocinético y estabilidad metabdlica prometedora.®®

3.3.9. Grupo 9. Otros compuestos

Dentro de este grupo se encuentran compuestos que no se relacionan en estructura o modo

de unién, pero que se acoplan en el sitio de la colchicina (Figura 3.12).

Los compuestos 9a (G9U) y 9b (9GX) son analogos en los que solo se intercambia halégeno.
A la fecha, no se ha publicado su potencia como inhibidores de la polimerizacion o actividad

bioldgica en lineas celulares.

El tivantinib (9c, TIV), se encuentra en fases clinicas para el tratamiento de ciertos tipos de
cancer. Esta sustancia muestra potente actividad anticancerigena y no es susceptible a los

transportadores ABC, por lo que supera la resistencia a farmacos.1°
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A pesar del novedoso modo de unidn de los compuestos 9d (GXN) y 9e (A9Q), su actividad

biologica no supera a la de CA-4. Sin embargo, abre camino para el desarrollo de nuevas
moléculas mas potentes.?0.8

Los compuestos 9f (EZW) y 9g (FWH) mostraron actividad biologica significativa en células

con sobreexpresion de glicoproteina P y resistentes a CA-4, respectivamente.87.89

El compuesto 9h (4EE) se encontré a través de cribado de alto rendimiento (High-throughput

screening, HTS), mostrando selectividad hacia lineas celulares de cancer.83
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Figura 3.12. Compuestos del grupo 9 del sitio de la colchicina. Estructuras quimicas y Estructuras

quimicas y descripcion de las regiones RI (amarillo), RIl (azul) y RIII (naranja).
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El cristal del compuesto 9i (9LX) reveld que la formacion del puente de hidrégeno
intramolecular entre el fenol y el ndcleo de imidazo[1,2-a]piridina restringe la movilidad de la

molécula y permite que la molécula ejerza su actividad antiproliferativa.

El compuesto 9j (2RR) surge de la hidrdlisis del profarmaco lisavanbulina y tiene actividad
inhibitoria de los microtibulos con una Clso de 1.4 pM. Se determin6é que 9j se une a los
heterodimeros a/f libres y es incapaz de acoplarse a los microtubulos preformados en
protofilamentos. Su unién en el sitio se debe principalmente a contactos hidrofébicos mediante

los anillos de bencimidazol y 3-amino oxodiazol en las regiones RIl y RIlI de la colchicina.*’

El compuesto 9k (EX5) es un alcaloide perteneciente a las jerantinas, los cuales forman parte
del extracto de la planta Tabernaemontana corybromosa y ha demostrado tener una potente
actividad anticancerigena por su unién a microtubulos. Debido a la complejidad de la
estructura, es dificil lograr la sintesis de estos compuestos. Smedley et al.8¢ propusieron un
meétodo de semi-sintesis enantioselectiva y sustentable para estos alcaloides. La informacion
cristalogréfica revela que se unen al sitio de la colchicina y los ensayos in vitro permitieron
determinar una Clso de 0.80 uM contra lineas celulares de cancer, muy parecida al producto

natural de referencia [(-)-jerantinina A, Cls0=0.78 uM].

3.4. Ligandos acoplados en la zona B

En esta zona se encuentran agrupados los ligandos que, por su extension, se acoplan a lo
largo de la cavidad que corresponde al sitio de la colchicina (Figura 3.13). Se nombrara grupo

10 siguiendo la nomenclatura utilizada en el apartado anterior.

La lexibulina (10a, LXL) interactia con los residuos V236 de H7, D249 en T7 y aT179 en
T5. Durante su descubrimiento, los analogos que poseian una cadena alquilica mas larga
mejoraron la actividad inhibitoria de la polimerizacion, pues establecian una mayor superficie

hidrofébica de contacto en la Zona A.84

La tirbanibulina, como también se le conoce al compuesto 10b (DNO), es conocida por inhibir
la proteina tirosina cinasa del protooncogén SRC, el cual esta involucrado en la motilidad,
morfologia y supervivencia celular. Es por ello que se ha estudiado esta via de sefializacion

como blanco terapéutico en el tratamiento de algunos tipos de cancer y en la queratosis
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actinica, para la cual se encuentra aprobada para su comercializacion.197:1% También ha sido
demostrado que tiene actividad inhibitoria de la polimerizacion de tubulina mediante ensayos
de inmunofluorescencia, ademas de presentar baja toxicidad en contraste con otros
inhibidores. El complejo proteina-ligando revela que 10b se extiende ampliamente en el sitio y

establece contactos principalmente hidrofébicos y mediante puentes de agua con BE198.°1
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Figura 3.13. (A) Estructuras quimicas de la zona B del sitio de la colchicina (grupo 10). (B)
Representacion tridimensional de la union de lexibulina (gris, PDB: 5CAOQ) y tirbanibulina (morado, PDB:
6KNZ), se marcan las estructuras de H7, T7 y H8 en la B-tubulina (cian, verde y violeta respectivamente)
y T5 (gris) en la a-tubulina. (C) Representacion tridimensional de la unién de los fragmentos GX4
(naranja, PDB: 5S4U) y K1G (rosa, PDB: 5S4T) se marcan las estructuras de H7, T7 y H8 en la B-

tubulina (cian, verde y violeta respectivamente).

Con el fin de mejorar la actividad inhibitoria de la polimerizacion de 10b, se encontré que 10c
(FUO) es 10 veces mas activo sobre la tubulina que su predecesor, con una Clso de 0.6 nM
contra la Clso de 6.8 nM. Se une de una manera similar a la tirbanibulina, ademés de que la
fraccion de ciclopropilacetil piperazina establece contactos con a-tubulina en un nuevo sitio.

De igual manera, 10c mantiene la actividad inhibitoria de la cinasa de SRC. Mediante estudios
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in vivo, se determind que posee un adecuado perfil farmacocinético y baja toxicidad, por lo que
la optimizacion de este compuesto puede ser una nueva estrategia en el desarrollo de

inhibidores de la polimerizacién de la tubulina.®?

Los compuestos 10d-n se encontraron a través de un cribado virtual de fragmentos de baja
masa molecular (MM < 200 Da). En total, el estudio revel6 56 fragmentos de diversa naturaleza
guimica acoplados en 27 sitios distintos en el heterodimero de tubulina. Combinado con
estudios cristalogréaficos, se confirmé la union de 11 de estos en esta zona del sitio de la

colchicina (Figura 3.13).%7

3.5. Ligandos acoplados en la zona C

El conjunto de ligandos que se acoplan en esta zona presenta una amplia variedad de
estructuras. Los cristales de complejos tubulina-ligando que se han resuelto permite ver que el
modo de union y los sitios de interaccion difieren de ligando a ligando, donde cada uno de
estos compuestos o grupos de compuestos son capaces de explorar un subconjunto de estas
interacciones.'%® Resulta interesante observar que la mayoria de los ligandos que se acoplan
en esta zona del sitio presentan formas tautoméricas. Por ejemplo, los derivados de
bencimidazol-2-carbamato de metilo, como el nocodazol, mebendazol, entre otros, siempre se
representan con un enlace C=N dentro del biciclo. Sin embargo, esto no puede ser confirmado
con la densidad electrénica de los cristales con tubulina, debido a su baja resolucion.'? Por
ello, en este trabajo se considerara la existencia de los tautbmeros mas probables que se

puedan presentar de cada grupo de ligandos.

Otro aspecto a considerar en este grupo de moléculas es el estado de protonacion de los
aminoacidos en el sitio. En 2018, Guzman-Ocampo, et al.'*! propusieron la existencia del
estado protonado de la cadena lateral de BE198. El estudio sugirié que el ambiente hidrofébico
del sitio favorece la presencia del estado protonado al poseer un pKa cercano a 6.21 (el pKa
del aminoacido en agua es de 4.25). Recientemente, se ha propuesto que el puente de
hidrégeno que se forma con el residuo BE198 es clave en el mecanismo de accion de los
inhibidores de la polimerizacién con actividad degradadora de la tubulina. Esta interaccién es
catalogada como un puente de hidrégeno de baja barrera energética,® los cuales son un tipo
especial de puentes de hidrégeno cortos caracterizados por compartir equitativamente un
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atomo de H, que puede entenderse como una transferencia de proton intermolecular. Esta
clase de interrelacion se ha detectado en numerosos sitios cataliticos de enzimas pues son

mas favorecidos entalpicamente que los puentes de hidrégeno convencionales.1?

Adicionalmente, el estudio realizado por Guzman-Ocampo et al.}*! demostraron la importancia
en la interaccion proteina-ligando de una molécula de agua estructural cercana al residuo
C239, la cual se encuentra estabilizada por la formacién de puentes de hidrogeno con el grupo

amino de la cadena principal de C239 y el oxigeno del grupo carbonilo de G235.109.111

Las interacciones principales que se han reportado para los ligandos de este sitio y que se
tomaran en cuenta para describir el modo de unién de estos compuestos, son las siguientes:
(1) interacciones hidrofébicas con el residuo F167, (2) interacciones por puente de hidrogeno
con N165, V236 y E198, y (3) la interaccién de puente de agua con la molécula de agua
estructural.”>1%19 En la Tabla 3.2 se enlistan las interacciones principales de los ligandos co-

cristalizados en esta zona del sitio.

Tabla 3.2. Resumen de las interacciones que forman los ligandos con los aminoacidos circundantes y

moléculas de agua de primer nivel de la zona C del sitio de la colchicina

Interacciones

Codigo de P de hid Hidroféb
uente de hidrégeno idrofébico
ligando g Puente de
N165 E198 V236 F167 agua

N16 v v v v
G2N N4 v v

K2N v v v

4ED v v
PN6 v v v v
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Interacciones

Cddigo de

ligando

94U v v

DLK v v

H1C v v v v
WzD v v v
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Interacciones

Codigo de P de hidré Hidrofdbi
uente de hiarogeno 1drortonico
ligando g Puente de
N165 E198 V236 F167 2zl

V95 v v v v
J6L v NG v

JEL v v

IAZ v N’ v

3.5.1. pKa del residuo E198 y volumen de la cavidad

Las proteinas incluyen aminoacidos que mantienen equilibrios &cido-base en sus cadenas
laterales como Asp, Glu, Arg, Lys e His. El ambiente que rodea a cada aminoacido influye en
su estado de protonacion. Al final, tendremos que una proteina puede presentar diferentes
microestados de protonaciéon en los aminoacidos que la conforman, siendo que estos pueden
modificarse no solo por el pH del medio en general, sino también por los ligandos con los que

se encuentran interactuando.13

Como se menciond anteriormente, el residuo E198 cumple un papel importante en la
interaccién con los inhibidores acoplados en este sitio. Para determinar el estado de
protonacion del residuo que incluya la informacion cristalografica, se llevd a cabo la
determinacion del pKa de los residuos involucrados en la interaccion proteina-ligando con el
programa PROPKA 3.0%14115 para cada uno de los ligandos recolectados en las tres diferentes

zonas (Figura 3.14).

Para explicar el cambio de pKa del residuo BE198, se infiere que el volumen de la cavidad del
sitio se modifica por la presencia de los diferentes ligandos en cada zona. Para ello se realiz6
un andlisis de volumen con POVME 3.0.1'6 Cuando los ligandos se internan en el sitio, como
es el caso de los que estan en la Zona C, modifican la estructura de la cavidad y exponen los

residuos al solvente, lo que influye en el valor de pKa de este aminoacido.
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Figura 3.14. (Superior Izquierda) Grafico de pKa de la cadena lateral del residuo BE198 por zona del
sitio. (Inferior izquierda) Grafico de volumen en A2 de la cavidad del sitio de la colchicina dividido por
zona, los puntos rojos representan valores atipicos del volumen. (Derecha) Representacion
tridimensional de la zona C del sitio de la colchicina en la B-tubulina (gris). Se marcan los principales
aminodcidos con los que interactdan los ligandos y se destacan los puentes de H con la molécula de

agua.

El analisis de volumen de la cavidad muestra que no hay diferencias significativas en el
volumen entre cada zona, sélo algunos de complejos, representados en la Figura 3.14 por
puntos rojos indican que se encuentra mas cerrada esta parte del sitio. Por lo que no es
concluyente que la modificacion del volumen de la cavidad influya directamente en la
disminucién del pKa. Sin embargo, el analisis de pKa por zona sugiere una reduccion en el valor
debido a la interaccion que se tiene con los ligandos y/o exposicion a moléculas de agua. Sin
embargo, el valor registrado es muy superior al del acido glutamico en agua, por lo que se
demuestra la alta probabilidad de que este aminoacido se encuentre protonado cuando

interactda con los ligandos.
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3.6. Perfil de interaccion de inhibidores de la polimerizacion
3.6.1. TN16

El primer compuesto identificado en esta zona es el llamado TN16 (N16, Figura 3.15). Dado
gue se encontraba proximo al sitio de la colchicina, los autores se refirieron a este Unicamente
como un sitio contiguo’® Debido al equilibrio de protonacion de BE198, se forma un puente de
hidrogeno con los tres tautdmeros propuestos, asi como con la molécula de agua de primer
nivel . Su extension en la cavidad le permite establecer contactos hidrofébicos con F167 y en

anillo bencilico de su estructura.

TN16

o OH o)
©/\ i/ @/\ 4 i
Lo = Uit = YRdo
o H 0 OH
- Beu—
\\WK “* | : “ ol |

A

Figura 3.15. (A) Estructura quimica de TN16 y sus formas tautoméricas. (B) Representacion
tridimensional del modo de unién de las formas tautoméricas de TN16 (verde, PDB: 3HKD) en la B-
tubulina (gris). Se marcan los puentes de hidrogeno y el puente de agua (rojo) que forma con los
residuos E198 y V236 y la molécula de agua entre G235 y C239, respectivamente. También se marcan

los aminoacidos cercanos con los que interactua.

3.6.2. Mivobulina y derivado de benzotiazol

La mivobulina corresponde a la mezcla racémica de los compuestos G2N y K2N (Figura 3.16),
ambos ocupan el mismo sitio de TN16. Ademas, se encontrO que ejercen impedimento
estérico, disminuyendo el espacio en la regién de la colchicina, lo que conlleva a que las hélices
H7 y H8, asi como las ldminas S8 y S9, impidan la conformacion recta en el paso de tubulina-

microtubulo.*® Ambos compuestos establecen puentes de hidrégeno con los residuos E198,
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V236 y N165 de la B-tubulina y contactos hidrofébicos entre F167 y la porcion de carbamato
de etilo, aunque por la libertad de la cadena es probable que no influya en gran medida en su
modo de unién. No se considera el estado protonado del Nitrégeno NAM (Figura 3.16) debido

a que el pKacalculado es de 5.92.

Figura 3.16. (A) Estructuras quimicas de G2N, K2N y 4ED. Se marca el Nitrégeno NAM (azul). (B)
Representacion tridimensional del modo de G2N (café, PDB: 3N2G) y 4ED (verde, PDB: 4YJ2) en la 3-
tubulina (gris). Se marcan los puentes de hidrégeno y el puente de agua (rojo) que forma con los
residuos E198, N165 y V236 para ambos compuestos y las moléculas de agua cerca de G235y E198

para 4ED Unicamente. Se marcan también los aminoacidos cercanos con los que interactia.

Entonces, TN16 se convierte en un compuesto modelo para esta parte del sitio de la colchicina
gue se encuentra mas embebido en la B-tubulina. El cristal del compuesto 4ED confirma la
extensiéon del sitio y que solamente se sobreponen una pequefa fraccién (Figura 3.16), en
este caso del anillo de benzotiazol con el anillo trimetoxibenceno de la colchicina. La resolucion

de este cristal, comparada con la de TN16, permite encontrar la presencia de moléculas de
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agua estructurales. En este caso, se identificaron moléculas de agua que forman un puente de
agua con la fraccion de benzotiazol y el residuo E198 y la molécula de agua que se encuentra
cerca de G235 que forma un puente de agua débil con el azufre de este anillo. Ademas, se
forma un puente de hidrogeno con N165 y la porcién de piridina, este anillo aromatico no
alcanza a establecer interacciones hidrofébicas con F167. En conjunto, estas interacciones

son importantes para el desarrollo de compuestos con actividad antitubulina.

3.6.3. Derivados de carbendazim

Los derivados de carbendazim han sido reconocidos por su actividad antihelmintica; sin
embargo, pasé mucho tiempo antes de que se conociera el sitio de unidén de estos compuestos.
Aungue se conocia que las mutaciones F167T, E198A y F200T llevaban a un fenotipo
resistente de parasitos,!'’ no fue sino hasta el afio 2016 que se cristaliza el complejo tubulina-
nocodazol (NZO) que es posible identificar a este grupo de derivados en la Zona C. La
informacion cristalogréafica del complejo con NZO confirma la presencia de interacciones de
puente de hidrogeno con N165, E198 y V236, que también estan presentes en otros derivados
como parbendazol (H1C) y mebendazol (V95, Figura 3.17). La presencia de la molécula de
agua de primer nivel forma un puente de agua con el carbonilo del NZO y V95. Esta fraccion
aromatica es la que se superpone ligeramente con la region Rl de la colchicina en ambos

compuestos.

Recientemente, el parbendazol (H1C) mostré una mayor potencia frente a células cancerosas
en comparacion con otros bencimidazoles como febendazol, mebendazol y oxibendazol, con
una Clso de 0.19 pM.'18 Su cadena alifatica se sobrepone mejor con el sitio de la colchicina,
pues esta regién es de caracteristicas mas hidrofébicas. Probablemente, la suma de estas
interacciones, junto con los puentes de hidrégeno anteriormente descritos, contribuyen a que

su actividad inhibitoria destaque de entre otros bencimidazoles.’®

Por otra parte, el mebendazol (V95) es parte del tratamiento de infecciones por helmintos,
ademas de que ha demostrado tener actividad antiproliferativa contra varios tipos de cancer.%°
Se han cristalizado los complejos con mebendazol-T2R-TTL (PDB: 70GN) y mebendazol-T1D
(PDB: 70ODN). La proteina TiD se compone de un heterodimero de tubulina proveniente de

tejido nervioso, donde predomina la isoforma de tubulina Blll; junto con un dominio de
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repeticion de anquirina la cual se une selectivamente al extremo de rapido crecimiento del
microtubulo inhibiendo de esta manera la polimerizacion. Por esta razon se ha utilizado como
un modelo de la isoforma BIII.12° EI cambio del residuo C239 por S239 entre las isoformas BlI
y Blll, respectivamente, puede ser indicio de la selectividad de los bencimidazoles por la
tubulina de helmintos que la de mamiferos, pues ellos conservan cisteina en esta posicion.
Ademas, la farmacocinética de estos compuestos puede inferir también en la toxicidad

selectiva.®®

A NzO

Figura 3.17. (A) Estructuras quimicas de derivados de carbendazim: nocodazol (NZO), parbendazol
(H1C), mebendazol (V95) y sus formas tautoméricas mas probables. (B) Representacion tridimensional
del modo de unién de las formas tautoméricas de NZO (verde, PDB: 5CA1) en la B-tubulina (gris). Se
marcan los puentes de hidrégeno y el puente de agua (rojo) que forma con los residuos E198, N165 y
V236 y la molécula de agua entre G235 y C239, respectivamente. Se marcan también los aminoacidos

cercanos con los que interactda.

3.6.4. Otros derivados bencimidazolicos

El cribado de fragmentos realizado por Mihlethaler et al.?” permiti6 identificar dos moléculas
interesantes que se acoplan a esta zona, WN1 (Figura 3.21)y WZD. El fragmento WZD (Figura
3.18) posee un nucleo de 2-aminobencimidazol, el cual interactia con la Zona C del sitio de la

48

—
| —



Capitulo I

colchicina de la B-tubulina de modo similar a los derivados de carbendazim, a través de puentes
de hidrogeno con E198, V236 y N165. De igual manera, se toman en cuenta los tautbmeros

mas probables que se forman en este nulcleo.

Recientemente, se publicdé el complejo con tubulina de 1AZ, este compuesto fue un disefio
basado en fragmentos (fragment-based drug design, FDD) a partir de WZD. Al igual que WZD,
debido al nucleo de bencimidazol se deben considerar los diferentes posibles especies
tautoméricas que facilitan la interaccién con E198 y V236 (Figura 3.18). Por su parte, el anillo
de furano actia como aceptor de puente de hidrégeno con N167 y el sustituyente fenoxilo en
la posicion 6 del bencimidazol se acopla en la region de la colchicina, probablemente por
contactos hidrofobicos. La suma de estas interacciones podria explicar la potente actividad
antiproliferativa de IAZ, presentando una Clso de 0.9 uM contra células HelLa.*%

Figura 3.18. (A) Estructura quimica de WZD, IAZ y sus formas tautoméricas mas probables. (B)
Representacion tridimensional del modo de unién de las formas tautoméricas de WZD (amarillo, PDB:
5850) en la B-tubulina (gris). Se marcan los puentes de hidrogeno (rojo) que forma con los residuos

N165, E198 y V236 junto con los amino&cidos con los que interactia.

3.6.5. Derivados de plinabulina

En el mismo estudio donde se cristalizé el NZO se resolvio el complejo de tubulina con la

plinabulina (PN6, Figura 3.19), un conocido agente vasodisruptor, el cual se une de un modo
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agua con G235. Este compuesto dispone hacia la Zona A un sustituyente de imidazol que
permite la interaccion con el residuo T175 en el asa aT5.1% Es importante mencionar que entre
el anillo central y el de imidazol se forma un puente de hidrégeno intramolecular, lo que

restringe su movilidad en el sitio.

R3

Figura 3.19. (A) Estructuras quimicas de derivados de plinabulina (PN6) y sus formas tautoméricas.
(B) Representacion tridimensional del modo de union de las formas tautoméricas de PN6 (rosa, PDB:
5C8Y) en la B-tubulina (gris). Se marcan los puentes de hidrégeno y el puente de agua (rojo) que forma
con E198 y V236 y la molécula de agua entre G235 y C239, respectivamente. Se marcan también los

aminoacidos con los que interactia.
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Los compuestos 87U, BWR y PO7 son derivados de plinabulina, los cuales se unen de modo
similar pues conservan el anillo central de dicetopiperazina y el anillo de imidazol. El anillo
central presenta 4 formas tautoméricas principales que conservan un puente de hidrégeno con
las formas en equilibrio de E198, dos de estos tautomeros interactuan directamente con V236
y la interaccién con la molécula de agua se mantiene constante para todos los equilibrios. En
el caso de 8WR, la porcion afiadida del anillo de fenilo cambia la conformacion de F167 de
modo que forme una interaccién -1 que posiblemente aumente su afinidad.®® Para 87U, la
extension de 4-fluorobenzoilo permite una interaccion tipo -1 con el residuo BF20, lo que
explicaria la mejora de su actividad.®® A la fecha, no se cuenta con informacién sobre la
actividad del compuesto PO7, sin embargo, la estructura permite visualizar interacciones

similares a la plinabulina.

3.6.6. Analogos de PAC

El estudio de AEU, nombrado PAC, demuestra que existe la formaciéon de puentes de
hidrogeno de baja barrera energética entre E198 y el anillo de piridina (Figura 3.20). Al ser
mas fuerte esta interaccion que los puentes de hidrégeno convencionales, se ha reportado que
los ligandos exhiben un mecanismo de disrupcion de los microtubulos con gran potencia (Clso
en 0.074 puM contra la linea celular HeLa).*?! Para estudiar con mayor profundidad el modo de
unién y perfil de interaccion de AEU, se llevé a cabo la co-cristalizacion de los compuestos
AF6 y AEX, donde se encontrd que los anillos By C (Figura 3.20) pueden ser intercambiados
por una cadena alifatica o un anillo, pues estos Ultimos muestran una actividad y acoplamiento

en el sitio similares a AEU.38

Actualmente, no se cuenta con informacion acerca de la actividad de JEL, pero por la
informacion cristalografica se puede inferir que se une estableciendo interacciones similares a
los tres compuestos anteriores. En el caso de AEU, AF6 y JEL su extension les permite

alcanzar a F167 y formar interacciones hidrofébicas que pueden mejorar su afinidad en el sitio.

En la busqueda de compuestos a través un cribado virtual, se encontrd al compuesto FW9, el
cual se une de modo muy similar a AEU a través de un puente de hidrégeno de baja barrera
energética. Estas interacciones son incluso mas favorables energéticamente que las que se

forman entre E198 y otros inhibidores como nocodazol y plinabulina.38
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Figura 3.20. (A) Estructura quimica de los derivados de [(-carbolina y su forma protonada. (B)
Representacion tridimensional del modo de unién de AEU (rosa, PDB: 7CDA) en la B-tubulina (gris).
Se marcan los puentes de hidrégeno (rojo) que forma con el residuo E198 y los aminoacidos cercanos

con los que interactia.

3.6.7. Derivados de N-fenilbenzamida

Con el fin de encontrar el modo de unién de un compuesto de potencia similar, pero con menor
solubilidad, se cristalizé el compuesto 94U. Este compuesto establece interacciones de puente
de hidrégeno entre la porcidn de pirrolotiazol con E198 y N165(Figura 3.21). Por su parte, la
amida central establece también un puente de hidrégeno con E198 yV236, mientras que en la
fraccion amino terciaria establece contactos hidrofébicos con los residuos de la Zona A.% Al
igual que otros agentes de unién a esta zona, existe un equilibrio de protonacion de E198 y las

formas tautoméricas de la amida central en la estructura.
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El compuesto WN1 proviene del cribado de fragmentos realizado por Muhlethaler et al.?” Al
igual que 94U, el grupo amida forma puentes de hidrégeno con E198 y V236, mientras que el

anillo de 3-metoxifenilo acta como aceptor de puente de hidrégeno en su interaccién con

N165. A diferencia de 94U, no hay un sustituyente en R® que permita su interaccién con la
Zona A (Figura 3.21).

Figura 3.21. (A) Estructuras quimicas de WN1 y 94U, junto con sus formas tautoméricas. (B)
Representacion tridimensional del modo de union de las formas tautoméricas de WN1 (naranja, PDB:
5S4Z7) en la B-tubulina (gris). Se marcan los puentes de hidrogeno (rojo) que forma con los residuos

N165y E198, al igual que los amino&cidos cercanos con los que interactia.

3.6.8. Derivados de ciclohexadiona

Los compuestos DLK y DLW son derivados de ciclohexadiona (Figura 3.22), los cuales
comparten una desviacion cuadratica media (RMSD) de 0.37 A entre si. Estos ligandos se

internalizan en esta parte del sitio y forman interacciones hidrofébicas de los aminoacidos
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circundantes de las cadenas S8 a S10, el asa T7 y las hélices H7 y H8. De estos dos
compuestos, DLW es el mas activo con valores de Clso que van desde 0.068 a 0.1 uM contra
varias lineas celulares de cancer.®” Ademas, forman puente de hidrégeno con E198 y un
puente de agua con la molécula cercana a G235, al igual que sus tautbmeros mas probables.

El anillo de 2-etoxifenilo establece contactos hidrofébicos mas favorables en Rl de la Zona A,

lo que podria explicar que sea mas activo que DLK.

2 3|9 | },.

if /i

Figura 3.22. (A) Estructuras quimicas de DLW, DLK y sus formas tautomeéricas. (B) Representacion

tridimensional del modo de union de las formas tautoméricas de DLW (purpura, PDB: 6FKJ) en la (-
tubulina (gris). Se marcan los puentes de hidrégeno y el puente de agua (rojo) que forma con el residuo
E198 y la molécula de agua entre G235 y C239, respectivamente. Se marcan también los aminoacidos

cercanos con los gue interactua.

3.6.9. Derivados de aminopirimidina

La estructura de 2GE es similar a FW9, ambos compuestos presentan un anillo central de 2,4-
diaminopirimidina (Figura 3.23).% Por lo tanto, es probable que presente también un puente
de hidrégeno de baja barrera energética con E198. La amina secundaria presente en ambas
moléculas puede formar un puente de agua con la molécula cercana a G235. En el caso de la
sustitucion de la amina secundaria, es probable que FW9 forme mejores interacciones pues

se superpone esta region en la Zona A que posee caracteristicas mas hidrofobicas.
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Figura 3.23. (A) Estructuras quimicas de 2GE, FW9 y sus formas protonadas. (B) Representacion
tridimensional del modo de unién de 2GE y su forma protonada (verde, PDB: 6QQN) en la B-tubulina
(gris). Se marcan el puente de hidrogeno y el puente de agua (rojo) que forma con el residuo E198 y la
molécula de agua entre G235 y C239, respectivamente, junto los aminoacidos con los que interactlia

3.6.10. Barbigerona

A la fecha de realizacién de este trabajo, no se cuenta con informacion acerca de la actividad
del compuesto J6L (Figura 3.25). Sin embargo, el complejo tubulina-ligando permite observar
gue forma interacciones por puente de hidrogeno con E198 y N165 como la gran mayoria de
los inhibidores de esta zona. La molécula de agua de primer nivel cercana a G235 también es

importante en la unién de este compuesto.

3.6.11. Derivado de quinolina

El compuesto 9N5 es un derivado de quinolina que mantiene interacciones principalmente
hidrofébicas y algunos puentes de hidrégeno en la Rl de la Zona A (Figura 3.19).°* El anillo de
quinolina es capaz de formar interaccion con E198 en un equilibrio donde se transfiere el proton

entre sus atomos.
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Figura 3.24. (A) Estructura quimica de J6L, 9N5 y su forma protonada. (B) Representacion
tridimensional del modo de unién de 9N5 (verde, PDB: 50A7) y J6L (morado, PDB: 7JEM) en la -
tubulina (gris). Se marcan el puente de hidrégeno (rojo) que forma con E198 y los aminoacidos cercanos

con los que interactda.

La informacion cristalografica existente sobre los inhibidores de la polimerizacion acoplados a
este sitio podemos afirmar que el comportamiento de los ligandos en la Zona Ay Zona C
difieren ampliamente. Primero, es evidente la diversidad estructural que destaca entre las dos
zonas; por ejemplo, en la Zona A tienen presencia mayoritariamente ligandos con una amplia
superficie hidrofébica y, por ende, establecen contactos hidrofébicos. Por otro lado, en la Zona
C se encuentran ligandos que poseen grupos basicos que permiten formar interacciones con
V236 y E198, siendo este residuo un aminoacido clave en la union de ligandos en la zona.
Debemos entonces mencionar que la region que corresponde a la Zona A tiene caracteristicas
principalmente hidrofobicas, mientras que para la region de la Zona C destaca por sus
caracteristicas mas hidrofilicas. Si bien es cierto que comparten algunos aminoacidos en
comun, la evidencia apunta a que se trata de dos sitios diferentes, por lo que es necesario

hacer la distincién entre ambos.
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Hallazgos importantes

La denominada “inestabilidad dinamica” de los microtubulos y su regulacion sigue siendo un
blanco farmacoldgico importante para diversas aplicaciones. De entre todos los sitios de union
gue posee el dimero de a/B-tubulina, el sitio de la colchicina posee una amplia variedad de
moléculas acopladas en él. Dentro de esta gran diversidad de moléculas estudiadas, cerca del
76% se unen en las denominadas Zonas A y B del sitio de la colchicina. En consecuencia,
muchos estudios que exploran nuevas moléculas que actien como inhibidores de la
polimerizacion reinciden en compuestos con perfiles de interaccion similares a la colchicina.
Las Zonas A y C del sitio poseen diferencias fisicoquimicas importantes, de este modo
establecen interacciones particulares con los ligandos acoplados en cada zona. Esto se puede
notar en que los compuestos unidos en la Zona A cuentan con caracteristicas principalmente
hidrofébicas, mientras que, en la Zona C se encuentran moléculas que poseen grupos basicos
capaces de formar puentes de hidrégeno con la cavidad que conforma esta parte del sitio.
Resulta entonces que, es necesario considerar estas diferencias para el desarrollo de nuevos

inhibidores de la polimerizacion.
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Conclusiones y perspectivas

IV. Conclusiones

La tubulina es un blanco terapéutico importante para el tratamiento de enfermedades
infecciosas y cronico degenerativas debido a las diversas funciones que desempefian en la
célula. La interrupcion de la “inestabilidad dinamica” de los microtubulos es el mecanismo de

accion mas comun para los compuestos contra tubulina.

En el presente trabajo se revisa el conocimiento reportado por varios grupos de investigacion
en la cristalizacion de complejos tubulina-ligando, especificamente de inhibidores que se

acoplan en el sitio de la colchicina en las tres zonas que se ha dividido el sitio para su estudio.

La revision de la informacién cristalografica permitié clasificar por similitud estructural a los
diversos ligandos y establecer el perfil de interaccion de éstos en las tres zonas de la amplia

cavidad que representa el sitio.

Se hace hincapié en considerar el estado protonado del residuo E198 de la B-tubulina y las
moléculas de agua de primer nivel ya que establece interacciones mediante puente de
hidrégeno y de agua, respectivamente, que son muy importantes en la unién de los ligandos

en el sitio.

El desarrollo de moléculas con selectividad por el sitio de union de la colchicina es de gran
interés ya que, en comparacion con otros sitios de unién en la tubulina, estos compuestos son
de menor tamafio y complejidad, lo que facilita su sintesis. Mejorar la actividad antitubulina de
estos inhibidores podria representar una alternativa en el tratamiento de fenotipos resistentes

de parasitos y células cancerosas.

V. Perspectivas

Con la informacion recopilada en este trabajo se busca realizar un modelo de farmacoéforo que
considere las interacciones importantes del sitio como los estados de protonacion de los

aminoacidos y las moléculas de agua estructurales de primer nivel.

También se busca que con el disefio de farmacoforo se propongan nuevas estructuras de
inhibidores que se acoplen en el sitio con los que se realizaran estudios in silico e in vitro para

evaluar su actividad antitubulina.
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