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RESUMEN

La tubulina, la proteina fundamental que forma los microtubulos, es una de las dianas mas
estudiadas en la busqueda de nuevos tratamientos contra al cancer. Los compuestos
antimitdticos, como el paclitaxel o los alcaloides de la vinca, son utilizados en la terapéutica
actual. No obstante, estos tratamientos a menudo muestran resistencias, lo que conduce al

fracaso terapéutico.

Como alternativa, los ligandos de tubulina que se unen al dominio de la colchicina,
presentan estructuras mas sencillas que facilitan su sintesis. Ademds, en muchos casos no
son sustratos de las bombas de eflujo que causan las resistencias. La combretastatina A-4
(CA4), ligando de referencia formado por dos anillos aromaticos A y B unidos por un puente
olefinico, presenta inconvenientes en cuanto a sus propiedades fisicoquimicas y su

inestabilidad configuracional.

El reemplazo del puente olefinico de la CA4 por un grupo sulfonamida mantiene la
configuraciéon Z necesaria para la interacciéon con la diana a la vez que se aumenta la
polaridad de la molécula. Hasta el momento, la inmensa mayoria de las sulfonamidas
antimitdticas que mantienen como anillo A un 3,4,5-trimetoxifenilo presentan sobre éste el
nitrogeno de la sulfonamida. En este trabajo de Tesis Doctoral se han sintetizado 77 nuevas
sulfonamidas basadas en la CA4 con la direccion reversa del grupo sulfonamida con el fin de
explorar la diferente disposicion que pueden adoptar estos ligandos en el sitio de la
colchicina. Ademas, se busca explorar los efectos que pueden tener los sustituyentes en el
nitrogeno de la sulfonamida introduciendo una amplia variedad de grupos de diferente

polaridad y volumen.

Los compuestos sintetizados se clasifican en tres familias en funcién del anillo aromatico B
que presentan: fenilo (familia 1), naftilo (familia 2) e indolilo (familia 3). Todas las nuevas
sulfonamidas reversas fueron evaluadas in vitro frente a diferentes lineas tumorales
humanas. 25 de las nuevas sulfonamidas presentaron actividad antitumoral con valores de
ICso inferiores a 1 micromolar frente a la linea celular tumoral Hela. La familia 3, con un
anillo indélico como anillo B, es la familia mas prometedora con 17 de estos 25 compuestos

activos.

Los ligandos de las familias 2 y 3 fueron evaluados adicionalmente frente a nueve lineas
celulares tumorales y 3 lineas no tumorigénicas usando una metodologia semiautomatica
durante la estancia predoctoral realizada en el Radiumhospitalet de Oslo. Las lineas MDA-
MB468 paclitaxel resistente (PR) y BT474 mostraron cierta resistencia a los tratamientos
antimitdticos usados como referencia (paclitaxel, docetaxel, vincristina and vinblastina). Sin

embargo, las sulfonamidas inddlicas 65, 97, 100, y 102, las cuales portan un grupo



cianometilo sobre el nitrégeno de la sulfonamida, no pierden actividad frente a la linea
MDA-MB468-PR. Por otro lado, la introduccion de un grupo metilo sobre esta posicidn,
sumado a la funcionalizacién de la posicidn 3’ del indol (96, 101, y 104) parece conferir cierta

proteccion frente a la resistencia de BT474.

La afinidad por las proteinas MDR fue evaluada, demostrando que la mayoria de los
compuestos sintetizados no son sustrato de estas bombas. Ademas, se realizaron estudios
del mecanismo de accion sobre una seleccién de los compuestos mas potentes de cada

familia.

Los compuestos antimitdticos alteran la dindmica microtubular, evitando el correcto
funcionamiento de la mitosis y generando una acumulacién de células en esta fase del ciclo.
Este efecto fue evaluado por citometria de flujo, al mismo tiempo que se estudiaba la
muerte celular mediada por apoptosis. Esta apoptosis también se evalué midiendo la
activacidn de las caspasas 3y 7. Por Ultimo, la integridad de la red microtubular fue analizada

por medio de inmunofluorescencia frente a diferentes lineas celulares.

Todos los compuestos evaluados indujeron acumulacién de células en la fase G2/M del ciclo
celular, seguido de muerte celular mediada por apoptosis. Estos efectos, sumados a la
alteracion de la red de microtibulos tras el tratamiento, sugiere que las nuevas

sulfonamidas siguen un mecanismo de accidon antimitdtico.

Las propiedades farmacocinéticas de los compuestos activos también fueron estudiadas. La
solubilidad acuosa de los compuestos de la familia 1 se midié empiricamente. Todos los
compuestos estudiados mejoraron la solubilidad acuosa de la CA4, y muchos de ellos la de
ABT-751. Por ultimo, resultados in silico de estudios farmacocinéticos y de mutagenicidad
demostraron las caracteristicas favorables de los nuevos ligandos para ser futuros

candidatos a nuevos estudios preclinicos.



ABSTRACT

Tubulin is a crucial component of the mitotic spindle and is commonly targeted in cancer
therapy. Antimitotic drugs such as paclitaxel and vinca alkaloids are currently employed
against various tumours. However, these treatments often involve resistance, leading to

therapeutic failure.

As an alternative, many tubulin ligands that bind to the colchicine domain are not substrates
for the efflux pumps that cause resistance. Additionally, these ligands have simpler

structures that make their synthesis easier.

Combretastatin A-4 (CA4), a reference ligand of this domain composed of two aromatic rings
(A and B) connected by an olefinic bridge, has drawbacks due to its physicochemical
properties and configurational instability. Replacing the olefinic bridge in CA4 by a
sulfonamide group preserves the Z configuration necessary for interacting with the binding

site and increases the molecule's polarity.

Nowadays, most antimitotic sulfonamides with a 3,4,5-trimethoxyphenyl group as A ring
have the sulfonamide nitrogen attached to this ring. In this doctoral thesis, 77 new
sulfonamides based on CA4 have been synthesized with the sulfonamide group oriented in
reverse. This project aims to evaluate the impact of this new orientation at the colchicine

binding site and investigate the effects of various substituents on sulfonamide nitrogen.

Three families of new reversed sulfonamides emerged from this work, classified by the
aromatic B ring: phenyl (family 1), naphthyl (family 2), and indolyl (family 3). All of them
were evaluated in vitro against different human tumour cell lines. 25 of the new
sulfonamides exhibited antitumor activity with an ICso lower than 1 micromolar against HelLa
cancer cell line. Family 3, with an indole as B ring, is the most promising family with 17 out

of these 25 active compounds.

The active compounds of families 2 and 3 were evaluated against nine cancer cell lines and
three non-tumoral cell lines using a semiautomatic methodology during a short stay in the
Radiumhospitalet of Oslo. MDA-MB468-paclitaxel resistant (PR) and BT474 exhibit
resistance against the antimitotic drugs used as reference (paclitaxel, docetaxel, vincristine
and vinblastine). However, the indole sulfonamides 65, 97, 100, and 102, which feature a
cyanomethyl group on the sulfonamide bridge, do not lose activity against MDA-MB468-PR.
On the other hand, the introduction of a methyl group on the sulfonamide nitrogen in this
family, combined with the functionalization of the 3' position of the indole (96, 101, and

104), results in compounds that are not affected by resistance against BT474.



Their affinity for MDR proteins was evaluated, and most of them were not substrates of
those proteins. Additionally, the mechanism of action of selected compounds from each

family was assessed.

Antimitotic drugs interfere with tubulin dynamics, preventing chromosome segregation and
arresting cells in mitosis. This effect was evaluated by flow cytometry, as well as the
evaluation of apoptotic cell death. Apoptosis was also studied by measuring the activation
of caspases 3 and 7. Finally, the integrity of the microtubular network was examined using

immunofluorescence against different cell lines.

All the tested compounds induced cell cycle arrest at Go/M stage, leading to apoptosis-
mediated cell death. These effects, along with the disruption of the microtubular network
caused by the treatment, suggest that the new sulfonamides operate via an antimitotic

mechanism of action.

The pharmacokinetic properties of the active compounds were also studied. The aqueous
solubility of the compounds from family 1 was empirically measured. All the compounds
studied improved the aqueous solubility of CA4, and many of them also enhanced the
solubility of ABT-751. Finally, in silico results from pharmacokinetic and mutagenicity studies
demonstrated the favourable characteristics of the new ligands to be potential candidates

for future preclinical studies.
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1. Introduccion

Desde el papiro de Edwin Smith, donde se registré el primer caso de cancer alrededor del
afio 3000 a.C.}, hasta los anticuerpos monoclonales, el conocimiento de la sociedad acerca
del cdncer ha aumentado de manera exponencial. Pese al incesante avance, el cancer sigue
siendo una de las principales causas de muerte a nivel mundial.? En los Gltimos afios se ha
avanzado considerablemente en el conocimiento del cancer y sus tratamientos, mejorando
la supervivencia en muchos de ellos. Esto pone de manifiesto la relevancia de la ciencia y de

la investigacion en nuestra sociedad.

Lo que comunmente se conoce como cancer engloba un conjunto de mas de 100
enfermedades que presentan como factor comdn un crecimiento celular descontrolado.
Esta situacidon ocurre debido a alteraciones genéticas que generan un desequilibrio entre los
procesos de divisidn celular (mitosis) y de muerte celular.® El desarrollo del cdncer puede
dividirse en tres etapas. El primer estadio es la iniciacién, en la cual una célula sufre una
alteracion genética favorable que transmitira a sus clones tras la replicacion. La célula que
porta dicha mutacidn puede seguir sufriendo nuevas mutaciones, lo que da lugar a la fase
de promocién. Cuando por seleccidn natural se alcanza un conjunto de alteraciones que
decantan la balanza a favor de la proliferacidn celular, se inicia la fase progresion. En esta
fase se produce un crecimiento descontrolado que da lugar a la masa celular que
cominmente conocemos como tumor.*> Ademds, las células tumorales pueden diseminar

a otros tejidos, donde forman nuevos tumores en el proceso de metéstasis (Figura 1).°
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1. Introduccion
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Figura 1. Esquema de la progresion del cancer. Las células redondeadas representan células sanas, las
que tienen el borde irregular simbolizan la presencia de mutaciones y la célula morada una célula
muerta debido a una mutacién desfavorable. Creado con BioRender.com

Junto a la cirugia, las estrategias cldsicas empleadas para el tratamiento del cancer son la
radioterapia y la quimioterapia. Esta Ultima presenta una demostrada efectividad, siendo el
tratamiento de primera linea en multiples tipos de céncer.” Hay una amplia variedad de
estrategias quimioterapéuticas. Estas incluyen farmacos que inducen la muerte celular a
través de mecanismos de apoptosis o autofagia, que actuan sobre el ADN provocando su
ruptura o alquilacién, que inhiben enzimas esenciales como la topoisomerasa, o que
dificultan la divisidn celular, como es el caso de los compuestos antimitéticos. Sin embargo,
los efectos adversos asociados a los tratamientos quimioterapicos, junto con la constante

aparicion de resistencias, hacen necesaria la bisqueda de nuevas moléculas y estrategias.®

En los uUltimos afios estd cobrando protagonismo una nueva familia de tratamientos
englobados bajo el término de inmunoterapia. Su fundamento se basa en el refuerzo del
sistema inmune para hacer frente al cancer. Estos avances han marcado una era, acercando
los tratamientos hacia una medicina personalizada mas especifica y con menos efectos
adversos. Sin embargo, hoy en dia presentan también grandes limitaciones como el elevado
coste o los fuertes efectos adversos inespecificos que sufren determinados pacientes. En
muchas ocasiones, especialmente en el caso de los tumores sélidos, los tratamientos de
inmunoterapia no son lo suficientemente eficaces para hacer frente por si solos a la
enfermedad debido a la heterogeneidad y al complejo microambiente que los rodea. A todo
esto, se suma la aparicidn de resistencias y las barreras fisicas y fisioldgicas que tienen que
superar para acceder a ellos. Estas limitaciones hacen que sea necesario su uso en

combinacidn con otros tratamientos quimioterapicos, poniendo de manifiesto la necesidad
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1. Introduccion

de seguir avanzando hacia nuevas moléculas que mejoren las formulaciones actuales,

evitando la aparicién de resistencias.>°

Mirvetuximab soravtansine-gynx (Elahere™) es un ejemplo de ello, aprobado por la FDA en
2024 para el tratamiento del cancer de ovario resistente. Se trata de un anticuerpo
monoclonal conjugado con un farmaco quimioterapico. En concreto, se trata de un
compuesto antimitdtico derivado de maitansina que ejerce su accidén sobre la tubulina.'
Este ligando, al igual que otros antimitéticos utilizados en la terapéutica actual, interfiere
con la dindmica de los microtubulos, provocando un bloqueo de la mitosis y reduciendo la
divisidn celular. Es sobre esta diana donde centraremos nuestra atencion a lo largo de este

trabajo.

1.1 TRATAMIENTOS ANTIMITOTICOS FRENTE A LA DIVISION CELULAR

El ciclo celular en las células eucariotas se divide en interfase y division celular. En el caso de
las células que forman el cuerpo humano, esta divisidn se da por el proceso de mitosis. Este
mecanismo se divide a su vez en cuatro fases bien definidas: profase, metafase, anafase y

telofase (Figura 2A).

A

’\\;

/ Profase <
\ Metafase

¥ QR = A 2
Telofase Anafase
B C Microtdbulos

Cromatidas ®

/\ g

L
Cinetocoro JCentrémero Centrosoma
\

Cromosoma Huso mitético

Figura 2. A) Etapas del proceso de mitosis: profase, metafase, anafase y telofase. B) Partes del
cromosoma. C) Componentes del huso mitético. Creado con BioRender.com
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1. Introduccion

Durante la profase, la cromatina se empaqueta haciendo visibles los cromosomas
(Figura 2B) y la membrana nuclear que los englobaba se descompone. Ademas, los
centrosomas (Figura 2C) se disponen en polos opuestos de la célula desde donde los
microtUbulos empiezan a polimerizar. La red de microtubulos invade toda la célula,
uniéndose algunos de ellos al cinetocoro de los cromosomas. Una vez que cada cromosoma
esta unido a un microtubulo de cada polo, comienza la metafase. En esta etapa los
cromosomas se alinean en el plano ecuatorial de la célula, conocido como placa

metafasica.l? 14

Acto seguido comienza la anafase, en la cual las cromatidas hermanas se separan por el
cinetocoro, quedando cada una unida a un microtubulo. Estos microtibulos comienzan a
acortarse, acercando las cromatidas al centrosoma. A su vez, los microtubulos no unidos a
ningln cinetocoro se alargan, ejerciendo presidon unos contra otros y desplazando los
centrosomas a polos opuestos de la célula. Por ultimo, durante la telofase, las cromatidas
alcanzan los polos de la célula, descondensan y se forma una nueva membrana nuclear. Los
microtubulos también despolimerizan por completo al final de esta etapa. Tras estas cuatro
fases, la célula se divide en dos células hijas por medio de la citocinesis con ayuda de un

anillo contractil .12 14

En el balance entre la proliferacion y la muerte celular, las células tumorales muestran un
desequilibrio a favor de la division celular. Las terapias antimitdticas que se enfocan en
frenar la mitosis han sido una de las estrategias mas estudiadas en el campo de los
quimioterdpicos durante las Ultimas décadas.®® El grupo mas destacado entre ellos es el que
actla contra el microttubulo, teniendo como diana la tubulina.'® EI microtubulo es un
polimero formado por dimeros de a- y B-tubulina que presenta la capacidad de polimerizar

y despolimerizar de forma controlada en el interior celular (Figura 3A).Y

Figura 3. Estructura del microtibulo. A) Dimero de a- y B-tubulina. B) Protofilamento de tubulina.
C) Microtubulo formado por 13 protofilamentos y su seccién transversal. Creado con BioRender.com
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Las subunidades de tubulina se encuentran formando dimeros, los cuales se agrupan
cabeza-cola en hileras para formar los protofilamentos (Figura 3B). Trece protofilamentos se
agrupan de manera lateral para formar un cilindro de aproximadamente 25 nM de diametro

que es lo que conocemos como microttbulo (Figura 3C).*8

Dada la importancia de los microtubulos en la mitosis, existe un punto de control dedicado
a verificar su correcto funcionamiento. El objetivo es evitar fallos en la replicacion,
obteniendo dos células hijas genéticamente idénticas.'® Este punto de control requiere que
todos los cromosomas se encuentren unidos a un microtubulo de cada polo y debidamente
alineados en la placa metafdsica. Si la célula supera el punto de control, se produce la
activacion del complejo promotor de la anafase/ciclosoma (CPA/C), un complejo
multiproteico con actividad ubiquitina ligasa que permite la separacion de las cromatidas

durante la anafase.?®

El CPA/C se encarga de ubiquitinar a la securina, la cual es un inhibidor de separasa. La
separasa es una proteasa encargada de romper las uniones de cohesina que mantienen
unidas a las cromatidas hermanas. Por ello, cuando se degrada la securina, la separasa

puede realizar su accién permitiendo el inicio de la anafase (Figura 4).2*

CPA/C 0 — securina°

— Superado
separasa c}
Punto de :CD
control de la
mitosis | s .
Mad?2
BubR1 separasa O
“— No superado J_ @ cohesina

CPA/C Q =ssseaep SECUMING

Figura 4. Efecto del complejo promotor de la anafase/ciclosoma como regulador de la mitosis. Creado
con BioRender.com

En el caso contrario, si los cromosomas no se unen correctamente a los microtubulos, el
CPA/C no se activa. En este caso, las proteinas del punto de control de la mitosis Mad2 y
BubR1 se activan, inhibiendo al CPA/C. De este modo, la securina se mantendria activa,

ejerciendo su efecto inhibidor sobre la separasa. Esto impide a la célula pasar de metafase
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a anafase, produciendo un bloqueo del ciclo celular.?° El objetivo de este bloqueo es aportar
un tiempo extra a la célula para solventar este fallo en la unién a microtdbulos. En este paso,

se abren varias posibilidades.*®

Este bloqueo puede ser persistente, desencadenando la muerte celular desde esta fase de
mitosis, o bien solucionarse el problema retomando el ciclo de forma normal. Sin embargo,
en algunas ocasiones la célula podria saltarse el proceso de mitosis con las dos copias de
ADN, dando lugar a una célula aberrante poliploide. Esta célula podria entrar en
senescencia, manteniéndose activa en términos metabdlicos, pero sin realizar la division
celular. También podria producirse la muerte celular debido a los fallos arrastrados de una
mitosis incompleta, o volver a entrar en mitosis con un contenido genético anormal

(Figura 5).%°

2n

/ Mitosis

Blogueo en mitosis
pralongado

Muerte celular

‘ " 4n

3 Punto de control
de la mitosis \

4n —_—

Salto de mitosis \ Muerte celular

4n

Senescencia

Ciclo celular
aberrante

Figura 5. Consecuencias sobre la célula de la exposicién a compuestos antimitéticos tras no superar el
punto de control de la mitosis. Creado con BioRender.com

Fallos en el punto de control de la mitosis, que permiten la separacién de las cromatidas sin
cumplirse los requisitos mencionados anteriormente, dan lugar a células con material

genético aberrante. Esta inestabilidad aumenta la posibilidad de obtener células
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aneuploides, mas propensas a desencadenar mutaciones y con ello a generar células

tumorales.??

Los compuestos antimitéticos afectan al microtubulo y a su dindmica de polimerizacion. Esto
dificulta la unidon de los microtibulos al cinetocoro de los cromosomas y su correcta
alineacién en la placa metafasica. Este efecto provoca que las células afectadas por
compuestos antimitéticos no superen el punto de control, viéndose una acumulacion de las
mismas en la fase de mitosis. Si este bloqueo en mitosis se prolonga en el tiempo, las células
entran en apoptosis, ejerciendo asi el efecto citotoxico buscado por estos ligandos

antitumorales.?

Los microtubulos ademas participan en el transporte de vesiculas en el interior celular, el
mantenimiento de su forma y en su movimiento, factores que también podrian estar

involucrados en su actividad antitumoral.?*

1.2 TUBULINA COMO DIANA ANTITUMORAL

La primera estructura del dimero de tubulina obtenida por cristalografia fue conseguida por
Nogales y colaboradores en 1998.%° Desde entonces, su estudio ha dado lugar al
descubrimiento de nuevos ligandos y sus correspondientes lugares de accidn. Se conocen
hasta el momento al menos 9 dominios de accién sobre la tubulina. Estos reciben el nombre
del primer ligando que se describid para cada uno y se agrupan en dos grandes grupos en

funcion de su efecto sobre la polimerizacién (estabilizador o desestabilizador).
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Paclitaxel Docetaxel

Laulimalida Pelurosido A

Figura 6. Estructura de los ligandos estabilizadores del microtubulo mas caracteristicos.

Dentro de los lugares de accion con efecto estabilizador del microtibulo encontramos dos
lugares de accion: el sitio de unién de los taxanos?® y el de la laulimalida/pelurosido A?’. Los
taxanos son el grupo mas relevante dentro de los estabilizadores del microtubulo (Figura 6).
La unidn de ligandos como paclitaxel (Taxol®), docetaxel o cabazitaxel en el lugar de accién
impide la curvatura de los protofilamentos que componen el microtubulo al estabilizar sus

contactos laterales, evitando su despolimerizacién.?®

Actualmente, estos derivados estan en uso clinico como tratamiento de eleccidén para
diversos tipos de cancer como mama, pulmén u ovario. Sin embargo, su marcado caracter
lipofilo hace necesaria la administracion junto a cosolventes, como el Cremophor®, que
causan importantes efectos adversos. Esto, unido a la constante aparicién de resistencias,

hace necesaria la bisqueda de nuevas moléculas antitumorales.?2°

Por otro lado, encontramos los sitios de unién que producen un efecto desestabilizador
sobre los microtubulos. El lugar de accién mas destacado de este grupo es la region de los
alcaloides de la vinca, siendo los primeros antimitdticos en ser aprobados para su uso en
clinica. Ejemplos de estos ligandos con aplicacidn en el tratamiento del cancer de mama,

pulmdn o sarcomas son vincristina, vinblastina o vinorelbina (Figura 7).3°
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Vinorelbina

Figura 7. Estructura de alcaloides de la vinca desestabilizadores del microtubulo.

Otro de los dominios sobre la tubulina con efecto desestabilizador es el lugar de accion de
la colchicina. Desde que Ravelli y colaboradores en 2004 caracterizaron el dominio por
rayos X, gran cantidad de ligandos se han ido sintetizando y evaluando frente a este lugar de
accién.?! Entre estas familias se encuentran las combretastatinas, una serie de compuestos
con esqueleto de estilbeno en el que se centra el disefio de este trabajo y comentaremos en

profundidad més adelante.3233

Los sitios de accidn de la maitansina3, de la pironetina®>, de la eribulina®, del todalam®” y
el sitio de la gatorbulina-138 son otros dominios presentes en la tubulina que generan un

efecto desestabilizador de los microttbulos (Figura 8).
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Figura 8. Estructura de ligandos desestabilizadores del microtubulo.

A pesar de la amplia variedad de sitios de unién y ligandos antimitdticos descritos hasta el
momento, su uso en clinica se ve limitado por diversos inconvenientes. Muchos
antimitdticos conllevan importantes efectos adversos como neurotoxicidad o neutropenia,
lo que genera una ventana terapéutica estrecha y limitaciones en las dosis empleadas.®® A
estas desventajas se suma la baja solubilidad de muchos de ellos, lo que requiere su
formulacién con solventes que pueden aumentar la toxicidad asociada a dichos
tratamientos antitumorales.®® Estos inconvenientes dificultan la llegada de muchos de los

compuestos antimitéticos actuales a la clinica.

Adicionalmente, los tratamientos antimitdticos presentan recurrentes resistencias, que
bajan su eficacia dando lugar al fracaso terapéutico. Entre ellas se encuentra la aparicién de
resistencias mediadas por modificaciones en la diana. Estas resistencias no solo son
causadas por mutaciones puntuales, sino también por la existencia de diferentes isoformas
para cada subunidad de tubulina.** Por ejemplo, se ha comprobado que el aumento en la
expresion de la isoforma BlIl de la B-tubulina conduce a una resistencia a los tratamientos
con paclitaxel y vinorelbina.*? Otra via de resistencia es la sobreexpresion de proteinas

transportadoras de membrana (MDR) como la glicoproteina-P, las cuales expulsan del
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interior celular de manera no especifica moléculas entre las que se encuentran las

mencionadas anteriormente.*?

En este marco cobra importancia el estudio del dominio de la colchicina como alternativa a
los tratamientos antimitéticos actuales. Se ha demostrado que la colchicina no se ve
afectada por la sobreexpresién de la isoforma Blll, a diferencia de paclitaxel y vinorelbina.*
Otra de las ventajas de los ligandos del sitio de colchicina es que muchos de ellos son
capaces de evitar las resistencias mediadas por MDR, presentando actividad frente a lineas
resistentes a paclitaxel o vincristina.®> Ademas, generalmente son mds sencillos a nivel
estructural, lo que los hace mas abordables sintéticamente. Esto permite modificar los
ligandos existentes con el fin de buscar incrementos en su actividad citotdxica o en su

solubilidad acuosa para mitigar los inconvenientes mencionados anteriormente.*®

1.3 DOMINIO DE LA COLCHICINAYY COMBRETASTATINA-A4

El dominio de la colchicina se compone de tres zonas bien definidas (Figura 9).%* La zona
central, alojada en la subunidad B, se denomina zona 2 y es la que ocupan la gran mayoria
de los ligandos de este lugar de accién. En el caso de la colchicina, el anillo que posee tres
metoxilos (anillo A) es el que se aloja en este bolsillo. Junto a él, en la interfaz de ambas
subunidades encontramos la zona 1. La colchicina aloja su anillo de tropolona en esta region
(anillo B). Por ultimo, la zona 3 es una regién incrustada mas profunda en la subunidad By

formada por residuos mas polares la cual no se ocupa en la unién de colchicina.*’

Pocos son los ligandos que interaccionan con las tres zonas del dominio de la colchicina. El
mas conocido es ABT-751, una sulfonamida de administracién oral formada por tres anillos
aromaticos.*>° Los ligandos mdas cldsicos se unen a las zonas 1 y 2, presentando
generalmente dos anillos aromaticos que se conectan entre si por un puente. Por su parte,
las zonas 2 y 3 se encuentran ligeramente solapadas, lo que hace que los compuestos que

se acoplan a ellas presenten estructuras mas dificiles de dividir en dos regiones.*®
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Figura 9. Zonas que componen el dominio de la colchicina y tres ejemplos de ligandos que se unen a
este dominio.

La familia de las combretastatinas engloba un conjunto de estructuras que contienen dos
anillos aromaticos unidos por un puente, los cuales se unen a las zonas 1y 2. Estas moléculas
interaccionan con una gran afinidad con el dominio de la colchicina, generando un efecto
desestabilizador del microttibulo.®® Su unién impide la correcta estabilizacién del huso
mitotico, dificultando su adhesién al cinetocoro de los cromosomas y deteniendo el ciclo
celular en el punto de control. Al igual que otros compuestos antimitéticos, las
combretastatinas bloquean la mitosis, lo que resulta en la acumulacidn de células en esta

fase del ciclo y la induccién de la muerte celular.>?

Dentro de la familia de las combretastatinas, es la combretastatina A-4 (CA4) la que
usaremos como modelo estructural debido a su gran efecto citotdxico.
Desafortunadamente, no es posible su aplicacién en terapéutica debido a que presenta unas
propiedades farmacocinéticas desfavorables.>® Su estructura es relativamente sencilla,
formada por dos anillos aromaticos conectados por un puente olefinico. Esto nos permite

dividir su estudio en 3 zonas claramente definidas: anillo A, anillo B y puente (Figura 10).>*
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Figura 10. Tres estrategias de modificacion sobre la CA4 en la busqueda de nuevos andlogos.

El anillo A, al igual que en la colchicina, cuenta con tres metoxilos como sustituyentes del
anillo bencénico. Este anillo se encuentra presente en la mayoria de los andlogos de
combretastatina que presentan una elevada actividad antiproliferativa. Durante mucho
tiempo se creyd que su presencia era indispensable para la interaccién con la diana.>! Sin
embargo, este anillo aporta a la estructura una elevada carga hidrofébica y malas
caracteristicas farmacocinéticas debido a su tamafio. Por ello, se han intentado buscar
alternativas realizando ligeras modificaciones que han permitido encontrar andlogos que
mantienen la actividad citotéxica.>>>7 Aun asi, muchos de los analogos que se disefian en

base a la CA4 se decantan por mantenerlo debido a la potencia antimitética que aporta.

Respecto al anillo aromatico B, la CA4 presenta un anillo de 3-hidroxi-4-metoxifenilo. Se ha
modificado el patrén de sustitucion sobre dicho anillo bencénico, obteniendo resultados
especialmente beneficiosos cuando se mantiene en la posicién para un grupo metoxilo® o
metilamina.®® Ademds, se encuentran andlogos que sustituyen el fenilo por sistemas
aromaticos mas voluminosos como por ejemplo indolilos®®, quinolilos®, naftilos®! y demas
sistemas benzofusionados®?. Esta gran variedad de anillos aromaticos y sustituyentes nos
demuestran que esta region es la que mejor acepta las modificaciones sobre la estructura
de la CA4.

Los dos anillos aromaticos de la CA4 estan unidos por un puente olefinico en una disposicidn
cisoide. La region del puente influye en gran medida en la orientacion de la molécula que se

requiere para la interaccién con la diana.®®
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La configuracion E en la CA4 es mucho menos favorable que la configuracidn Z a la hora de
interaccionar con el dominio de la colchicina.?* Este es uno de los mayores inconvenientes
que presentan las combretastatinas. En disolucion, o expuesta a determinadas condiciones
como a la luz, temperaturas elevadas o el medio acido, la CA4 isomeriza a su forma
inactiva.’® Por tanto, se han estudiado varias modificaciones del puente con el fin de fijar la

orientacion activa y aumentar su solubilidad acuosa, otro de los inconvenientes de la CA4.

Estas variaciones se clasifican en funcidn de la longitud del puente. Analogos con un puente
de un atomo de longitud han dado lugar a compuestos con actividad antimitética, entre los
que encontramos isocombretastatainas®, fenstatinas®!, aminas® o éteres®’. Estos derivados
no presentan capacidad de isomerizar, lo que los mantiene siempre en su orientacion

favorable.

Debido a su similitud con el puente olefinico, se han estudiado un gran nimero de familias
con puentes de dos dtomos. Entre ellas, encontramos por ejemplo puentes metilamino®,
amidas®, sulfonatos® o sulfonamidas®®, entre otras alternativas. Estas aportan flexibilidad
y mayor polaridad al puente que conecta los dos anillos aromaticos. Otra estrategia seguida
es fijar la disposicidn cisoide utilizando como puente heterociclos aromaticos como pirrol’®,

furano’, isoxazol’?, tetrazol®’ o benzoderivados’? entre otros.

Por ultimo, se encuentran puentes de tres dtomos representados especialmente por el
grupo de las chalconas.” Ademds, siguiendo la estrategia de fijar la configuracién activa
empleando heterociclos como puente, encontramos diferentes anillos con sustituciones 1,3

como por ejemplo oxazoles’® o piridinas’®.

1.4 VASCULATURA COMO DIANA ANTITUMORAL

Cuando un tumor sélido adquiere un tamafo minimo, este requiere de la formacion de
nuevos vasos sanguineos que aporten a las nuevas células los nutrientes y el oxigeno
necesarios para su desarrollo y proliferacidn. El proceso de creacién de nueva vasculatura
es lo que se conoce como angiogénesis. Estos nuevos vasos sanguineos se han estudiado
como diana en la busqueda de tratamientos frente al céncer. El crecimiento celular
exponencial que se observa en los tumores aumenta considerablemente la demanda de
nutrientes en la zona. Sin el crecimiento de una red vascular que los aporte, la proliferacion

celular se veria limitada o reducida.””

Las células endoteliales son genéticamente estables, produciéndose sobre ellas pocas
mutaciones vy, por ello, siendo menos propensas a la aparicién de resistencias. Tener como
diana los vasos vasculares tumorales podria generar un problema de selectividad respecto

al resto de vasos sanguineos. Sin embargo, las redes vasculares tumorales presentan un
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estado inmaduro, mas desorganizado y permeable respecto al resto de vasos. Esto los hace
mas sensibles a los tratamientos, aumentando la ventana terapéutica y disminuyendo la

toxicidad frente al resto de vasos sanguineos.”®

Existen dos estrategias de accion sobre dicha vasculatura. Si el objetivo es evitar la formacion
de estos vasos, estamos ante una accién antiangiogénica, mientras que si la diana son los

vasos inmaduros ya formados hablamos de un efecto disruptor vascular.”®

Compuestos como CA4, colchicina, vinblastina o ABT-751 generan este efecto disruptor
vascular tumoral a dosis inferiores a las citotdxicas.®® Varios estudios se han centrado en
estudiar no solo su efecto antimitdtico, sino también su actividad disruptora vascular. El
citoesqueleto, responsable de la forma celular y las conexiones célula-célula, se ve afectado
al alterar la dindmica microtubular. Esto desencadena un incremento en la permeabilidad
vascular, una reduccidn del flujo sanguineo en la zona afectada, seguido de vasoconstriccidon

para compensar la caida de la presidn y, en Gltima instancia, necrosis.5!

Este efecto disruptor vascular de los compuestos antimitdticos se ha explorado como una
opciéon en el tratamiento de tumores solidos. Diferentes ensayos clinicos que combinan
radioterapia o quimioterapia junto con antimitdticos con efecto sobre la vasculatura a bajas

dosis han explorado esta posible alternativa.®

1.5 SULFONAMIDAS COMO ALTERNATIVA AL PUENTE OLEFINICO

Las sulfonamidas, cuya férmula general es R-SO-NR'R?, constan de un grupo sulfona unido
a unaamina. En funcion del grado de sustitucién del nitrégeno, las sulfonamidas se clasifican
en primarias (R-S02-NH.), secundarias (R-SO2-NHR?) y terciarias (R-SO2-NR'R?).

Este grupo sulfonamida ha despertado gran interés debido a su accesibilidad sintética y su
presencia en diversas moléculas bioactivas. La furosemida con efecto didretico®?, la
glibenclamida empleada en el tratamiento de la diabetes®, las sulfamidas antibacterianas®
o la acetazolamida inhibidora de la anhidrasa carbdnica®® son ejemplos de farmacos que

presentan un grupo sulfonamida en su estructura (Figura 11).

El grupo sulfonamida también se encuentra presente en un gran nimero de compuestos
antimitdticos. Debido a su polaridad y estabilidad el grupo sulfonamida es una buena

alternativa al puente olefinico en la bisqueda de analogos de CA4.%°

Las sulfonamidas antimitéticas que se dirigen al dominio de la colchicina se pueden clasificar
en dos grandes grupos segun las zonas de unién que ocupan. Un grupo incluye a los ligandos
gue ocupan las tres zonas previamente descritas, mientras que el otro grupo estad

compuesto por sulfonamidas que se dirigen a las zonas 1y 2.
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Figura 11. Ejemplos de sulfonamidas con actividad bioldgica usadas en clinica.

1.5.1 SULFONAMIDAS ANTIMITOTICAS DIRIGIDAS A LAS ZONAS 1-2-3

Las sulfonamidas disefiadas para ocupar los 3 bolsillos del dominio de la colchicina suelen
estar formadas por tres anillos aromaticos. La sulfonamida se encuentra generalmente
uniendo el anillo A con el B, siendo el anillo A de menor tamafio respecto al de los analogos
dirigidos a las zonas 1-2 que veremos a continuacién. La presencia de dicho anillo menos

voluminoso habilita la entrada del tercero en la zona 3, mas profunda en la proteina.*®

El cabeza de serie de este grupo de compuestos es ABT-751, el cual ha alcanzado ensayos
clinicos en fase 11.87 También conocido como E7010, es una sulfonamida de administracion
oral que ocupa las zonas 1 y 2, ademas de parcialmente la zona 3. ABT-751 presenta
actividad frente a lineas celulares resistentes a vincristina, doxorrubicina o cisplatino,
ademads de no ser sustrato de los transportadores MDR. Pese a ello, no ha llegado mas lejos
en su desarrollo por falta de efectividad en los ensayos clinicos.8* Se han investigado
nuevas sulfonamidas basadas en la estructura de ABT-751, pero ninguna de ellas ha
avanzado hasta ensayos clinicos. Ejemplos de sulfonamidas con efecto antimitdtico que
ocupan las tres zonas del domino de la colchicina se presentan en la Figura 12.°%%2 Pese a
presentar actividad citotdxica, sus potencias se situan lejos de las obtenidas por andlogos

clasicos de las zonas 1-2.
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Figura 12. Sulfonamidas dirigidas a las zonas 1, 2, y 3 del dominio de la colchicina.

1.5.2 SULFONAMIDAS ANTIMITOTICAS DIRIGIDAS A LAS ZONAS 1-2

Dentro de los ligandos de las zonas 1-2, nos centraremos en las sulfonamidas que toman
como modelo estructural la CA4. Las sulfonamidas analogas de la CA4 son sulfonamidas
secundarias. Por ello, presentan sobre su nitrégeno un punto de anclaje para introducir
nuevas modificaciones en busca de mejores potencias o propiedades farmacocinéticas. En
funcién de la direccion del puente sulfonamida, estas modificaciones se dirigen hacia una
zona u otra de la diana. Se ha realizado una busqueda bibliografica de las sulfonamidas

antimitdticas del sitio de la colchicina sintetizadas y evaluadas hasta el momento.

Tras analizar los resultados, se observa un claro desbalance en el numero de ligandos
descritos con una y otra direccién. Basandonos en esto, clasificaremos como “direccion
clasica” al grupo de sulfonamidas mas abundante. Estas son las que presentan sobre el
anillo A el grupo amino (-NH-), mientras que cuando se encuentre el grupo sulfona (-S0»-)

hablaremos de “direccion reversa” (Figura 13).

Direccion reversa del
puente sulfonamida

Modificaciones
sobre el puente

Direccidn clasica del
puente sulfonamida

E 02‘5 : |
- 5! ' HO : ;
! |\ N : ' N |
1 —_— ! \ > 1
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Figura 13. Clasificacion de las sulfonamidas dirigidas a las zonas 1-2 en funcidn de las posibles
direcciones del puente.

e Sulfonamidas cldsicas
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Existen diferentes combinaciones de anillos sintetizadas y evaluadas que forman parte de
las denominadas sulfonamidas clasicas. Para su mejor andlisis, centraremos su clasificacidn
en funcion del anillo A que presentan. Debido a la gran variedad de lineas celulares
empleadas a lo largo de las diferentes publicaciones, no es posible comparar sus potencias
frente a la misma linea celular. En este capitulo se presentan los valores de ICso en la linea

gue mas presente esté respecto al resto de publicaciones consultadas.
Sulfonamidas cldsicas que mantienen el anillo A de 3,4,5-trimetoxifenilo.

Como hemos mencionado anteriormente, el anillo A en la CA4 es un 3,4,5-trimetoxifenilo,
el cual tiene bastante influencia en la actividad citotdxica. Se han sintetizado y evaluado
numerosos analogos que mantienen este anillo unido al nitrégeno de la sulfonamida,

realizando variaciones sobre el anillo B.

Comenzando por los analogos que presentan un fenilo como anillo B, predominan los que
mantienen en la posicidn para un metoxilo (Figura 14). Se trata de un anillo muy similar al
3-hidroxi-4-metoxifenilo de la CA4. En este caso, se elimina el hidroxilo de la posicion 3,

punto clave para el metabolismo por glucuronidacién.®

El compuesto sin sustituir lll presenta una ICso frente a Hela en el rango submicromolar
(240 nM). Sin embargo, al introducir sobre el nitrégeno de la sulfonamida pequefios
sustituyentes como metilo (IV), etilo (V) o acetonitrilo (VI) la potencia aumenta ligeramente
(71, 99 y 143 nM, respectivamente).’® Incluso se han estudiado sustituyentes voluminosos,
siendo el mas efectivo de todos ellos un 4-metoxibencilo (VI1).°> Sin embargo, la actividad
citotoxica se ve perjudicada con esta modificacion, aumentando su ICso a 870 nM frente a la

linea celular MCF7.

Sobre el anillo B también se ha mantenido el patron de sustitucién 3,4 de la CA4, pero con
la sustitucidn del grupo hidroxilo por una amina primaria. Este cambio mejora la potencia
en las parejas frente al 4-metoxifenilo como anillo B (Il vs VIII, IV vs IX, V vs X, VI vs Xl), pero
aun lejos de los valores dados en dicha publicacion para la CA4 (2 nM frente a Hela).
También en estos rangos de actividad se mueven los ligandos XII-XV, que presentan

metilaminas o dimetilaminas en lugar de un metoxilo en la posicién 4.%*

Sobre el anillo B de fenilo se han introducido también grupos mas voluminosos como 2-
oxoimidazolidina.®®®” El mejor compuesto de la serie (XVII) presenta una ICso frente a MCF7
de 18 nM. Sobre su estructura, se han estudiado profarmacos (XVIII) o sales con el objetivo
de mejorar sus propiedades farmacocinéticas, resultando desfavorable para su potencia

citotdxica.%®%°
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IV:R =Me IC5, (Hela) =71 nM IX: R =Me IC5y (Hela) =23 nM
V:R=Et ICs, (HeLa) = 143 nM X:R = Et IC5, (HeLa) = 38 nM
VI: R = CH,CN IC54 (Hela) =99 nM XI:R=CH,CN  IC5, (Hela) =60 nM
VII: R = 4-MeOBn IC5o (MCF7) =870 nM
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Ry X»\N
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Xll: Ry = NHCH3; R, = H IC5 (Hela) =607 nM  XVI: X=CH,  IC5, (MCF7) =88 nM

(
XII: R; = NHCH3; R, =Me  IC, (Hela) = 44 nM XVI:X=NH  ICo (MCF7) =18 nM
XIV:R; = N(CH;),;; Ry=H  ICgq (Hela) =230 nM  XVIII: X = NBu  ICgy (MCF7) = 250 nM
XV: R, =N(CH5),; R, =Me  ICy, (Hela) = 63 nM

Figura 14. Sulfonamidas clasicas mas potentes con 3,4,5-trimetoxifenilo como anillo Ay un tnico anillo

como anillo B.

Otra estrategia descrita es la ampliacion del anillo B a sistemas policiclicos. Los mejores
resultados se obtienen generalmente empleando benzofusionados con heterociclos
nitrogenados (Figura 15). El uso de un N-metil-1H-indol como anillo B ha dado lugar a
andlogos muy interesantes. A-293620 (XIX) y su profirmaco A-318315 (XX) han sido
evaluados demostrando efectividad in vivo y evitando las resistencias mediadas por MDR.%
La introduccion de un anillo inddlico permite realizar nuevas modificaciones sobre el anillo
B, habiéndose estudiado Unicamente las modificaciones sobre su posicidn 3. La introduccién
de grupos polares podria mejorar las propiedades farmacocinéticas desfavorables que
aporta la combinacion indol-trimetoxifenilo. Aunque los andlogos estudiados (XXI-XXIII)
bajan su potencia al modificar la posicidn 3 (ICso frente a HeLa 41y 12 nM, respectivamente),
esta se mantiene en valores aceptables.’®® Tomando como punto de partida el 4-
metoxifenilo, encontramos la ampliacion del anillo B usando un 7-metoxibenzimidazol4-il

(XXIV) el cual pierde por completo su actividad citotdxica.%?

Manteniendo el 3,4,5-trimetoxifenilo como anillo A también se han estudiado carbazoles

como anillo B (XXV-XXVII). Pese a que su actividad se ve reducida respecto a los ligandos

32



1. Introduccion

anteriores, que presenten potencias en el rango submicromolar nos da una idea del

volumen que acepta el bolsillo del anillo B.1%3

N
/
o 0
[ _0 [
A-293620 (XIX): R, = H; R, =H ICsq (Hela) = 11 nM
A-318315 (XX): R; = COCH,N(CH3),; R, =H  Profarmaco
XXI: R; =Me; R, =H IC5 (Hela) =2 nM
XXIl: R; = Me; R, =CHO IC5, (Hela) =41 nM
XXIII: R; = Me; R, = CN ICso (Hela) = 12 nM
/=N 0,
HN i\/ 'S\NH Q\/‘/
0]
! o (0]
o ]
XXIV Inactivo XXV:X=H ICs (CEM) =606 nM

XXVI: X = Me  IC, (CEM) = 46 nM
XXVII: X = Et  IC5, (CEM) = 56 nM

Figura 15. Sulfonamidas clasicas con 3,4,5-trimetoxifenilo como anillo A y un anillo aromatico
benzofusionado como anillo B.

Anillos de quinolina también han demostrado la capacidad de ocupar el lugar del anillo B en
sulfonamidas dirigidas a las zonas 1-2. En concreto, formando parte de ligandos hibridos que
presentan la capacidad dual de inhibir tanto la polimerizacion de la tubulina como la accién
de la histona demetilasa especifica de lisinas (LSD1). Esto se ha conseguido gracias a
introducir sobre el puente sulfonamida cadenas alquilicas de diferentes longitudes,
terminadas en un ditiocarbamato unido a una piperazina (Figura 16). También se ha
estudiado el anillo 4-metoxifenilo como anillo B en estos compuestos hibridos. Sin embargo,
sus valores de ICso se encuentran en el rango submicromolar, muy superior a los ligandos

comentados anteriormente. 10410
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| SN0, (\N/\/OH 0, (\N/

S‘N/\/S\H/N\) S‘N/\/S\H/N\)
S

S

XXVIIl  ICy, (HepG-2) = 1640 nM XXIX  1C5q (HepG-2) =570 nM

Figura 16. Ligandos hibridos (inhibidores duales de la polimerizacién de la tubulina y LSD1) con
estructura de sulfonamidas clasicas.

Sulfonamidas cldsicas que modifican el anillo A.

Pese a que el anillo de 3,4,5-trimetoxifenilo siempre se ha considerado esencial para la
actividad citotdxica, se han estudiado alternativas debido a que es un anillo que aporta una
fuerte carga hidrofébica a la molécula. La sustitucién de uno de los metoxilos por una amina
primaria o secundaria sustituida con grupos voluminosos dio lugar a la perdida de la
actividad. Sin embargo, la introduccidén de una metilamina sobre la posicion meta dio lugar
a compuestos activos (Figura 17). Estos mantienen o pierden ligeramente potencia, como
se observa en la comparacidon de las parejas Il vs XXX (240 nM vs 411 nM) y IV vs XXXI
(71 nM vs 71 nM).106

La eliminacion o el cambio de posicion de los metoxilos sobre el anillo A da lugar a pérdidas
considerables en la potencia citotdxica, siendo los compuestos mas potentes del rango
submicromolar. Un cambio mas favorable fue la introduccion de un 4-bromo-2,5-
dimetoxifenilo, el cual mejoraba incluso los valores de sus analogos con el 3,4,5-
trimetoxifenilo (Il vs XXXII, IV vs XXXIIl y VI vs XXXIV) a valores de ICso en torno a 40 nM

frente a la linea celular HeLa.'®”

Si nos centramos en los compuestos que presentan un N-metil-1H-indol como anillo B, se
probaron diferentes patrones de sustitucion de los metoxilos, resultando siempre

desfavorables frente al compuesto XXIl que mantenia el anillo de 3,4,5-trimetoxifenilo.'®

En el caso de los andlogos que presentan un anillo de carbazol como anillo By como anillo A
un anillo de 3,5-dimetoxifenilo, la potencia se reduce considerablemente en comparacién
con XVII. Sin embargo, otras de las modificaciones estudiadas sobre este esqueleto
mantienen la potencia por debajo de 100 nM. Esto se consigue con fenilos con patrones de
metoxilacion en 2,4; 2,5y 2,4,6 o tras la introduccion de atomos de cloro en sustitucion de

alguno de estos metoxilos.'%
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Figura 17. Sulfonamidas cldsicas con modificaciones sobre el anillo A.

Por tanto, en el caso de las sulfonamidas cldsicas existen multiples modificaciones sobre el
anillo de 3,4,5-trimetoxifenilo que dan lugar a compuestos con actividad citotdxica. No
obstante, en muchas de las familias es mas favorable cuando este anillo se mantiene, dando

lugar a antimitéticos de mayor potencia.

e Sulfonamidas reversas

Respecto al grupo de sulfonamidas con direcciéon reversa, el niumero de ligandos
encontrados es mucho menor (Figura 18A). Especialmente cuando se trata de compuestos

que mantengan el anillo A de 3,4,5-trimetoxifenilo.

La sustitucion del puente olefinico de la CA4 por un grupo sulfonamida con la sulfona sobre
el anillo de trimetoxifenilo ha sido sintetizada y evaluada (XXXVII). Frente a las lineas
tumorales Hela (cervix) y MCF7 (mama) esta sulfonamida reversa ha dado valores de ICso
en el rango submicromolar (150 nM).% Esto demuestra que la sustitucién del puente
olefinico por una sulfonamida reversa es una alternativa posible, dando lugar a ligandos con
actividad citotdxica. Este compuesto se encuentra dentro de una patente y, si bien es cierto
que existen estructuras basadas en la sulfonamida reversa incluidas en otras patentes,
dichos compuestos no han sido sintetizados o evaluados hasta el momento como

compuestos citotdxicos.'®
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Con esta caracteristica Unicamente se ha encontrado publicado un compuesto, el cual
presenta como anillo B un benzimidazol metoxilado (XXXVIII). El cambio de direccién del
puente sulfonamida parece mejorar la actividad citotdxica, pues su andlogo con direccién

clasica XXIV no mostraba actividad.??

H
HO N /= H

> HN
e e
o}
[ o)

? 9
_0

XXXVIl  1Cy, (Hela) = 150 nM
IC5 (MCF7) = 150 nM

A

XXXVIII  ICg, (HCT8) = 3740 nM

B SO,NHR
/ N — N
0 0~ o 0 0~ o
/O /O

Xantotoxina

Figura 18. A) Sulfonamidas reversas sintetizadas y evaluadas que mantienen como anillo A un 3,4,5-
trimetoxifenilo. B) Estructura de la xantotoxina y su derivado sulfonamida con actividad antitumoral.

Si encontramos este esqueleto como subestructura en furanocumarinas derivadas de
xantotoxina con actividad antitumoral (Figura 18B). Sin embargo, estas se diferencian
considerablemente de la estructura de CA4 Yy, por tanto, ejercen su accion frente a otra diana

terapéutica (enzima topoisomerasa).t011?

Si nos centramos en las modificaciones realizadas sobre el anillo A, encontramos que el
ligando mas destacado es T138067 (XXXIX), un ligando que presenta un pentafluorofenilo
como anillo A (Figura 19). T138067 ha alcanzado ensayos clinicos en fase Il/lll y ha
demostrado actividad in vivo frente a tumores resistentes por sobreexpresién de MDR.87/112
Su derivado T900607 (XL), con la introduccidén de un grupo urea en la posicion 3 del anillo A,

también ha alcanzado ensayos clinicos en fase 11.8
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N 2
F F K ~ R
F
T138067 (XXXIX): R = F XLI: R = 3,4-OMe, ICs (CEM) = 2651 nM
T900607 (XL): R = NHCONH, XLII: R = 2,5-OMe, IC5o (CEM) = 603 nM
XLIII: R = 3-OMe ICs (CEM) = 789 nM

Figura 19. Sulfonamidas reversas con modificaciones sobre el anillo A.

Varios derivados con carbazol como anillo B han sido sintetizados con la direccidn reversa.
Pese a no evaluarse manteniendo el anillo de 3,4,5-trimetoxifenilo como anillo A, analogos
con los metoxilos en otras posiciones si que se ensayaron. Nuevamente, el patron de
sustitucién 2,5 se muestra dentro de los mds potentes (XLII), aunque con esta direccion su
potencia cae hasta valores cercanos a la unidad micromolar. El uso de otros patrones de
sustitucion en esta familia resulta en la pérdida de potencia citotdxica, siendo siempre

menos favorable en comparacién con el anillo de 3,4,5-trimetoxifenilo como anillo A.1%

Cuando se trata de compuestos que modifican el anillo A parece que el cambio de direccién
es contraproducente para la actividad citotdxica. Sin embargo, esta nueva disposicion podria
ser de especial interés, puesto que es la que presentan T138067 y T900607, los cuales han
alcanzado ensayos clinicos en fases Il y Ill. Ademas, en la Unica pareja que conserva el anillo
de 3,4,5-trimetoxifenilo (XXIV vs XXXVIII), la potencia es mayor con la direccion reversa, lo

que sugiere que esta disposicidn puede ser mds favorable.

Los andlisis de la relacién estructura-actividad (REA) de los compuestos obtenidos hasta el
momento con una direccidn cldsica indican que la potencia citotdxica de los analogos mejora
cuando se introducen pequefios sustituyentes sobre el nitrogeno de la sulfonamida. No
obstante, estudios computacionales realizados por el grupo revelan que un cambio en la
direccion del puente sulfonamida hace que los sustituyentes se orienten hacia un bolsillo
mas amplio en el lugar de accién. Esto permitiria poder explorar modificaciones de mayor

volumen con el fin de mejorar las propiedades farmacocinéticas de los analogos.

La interesante actividad demostrada por las sulfonamidas cldsicas anteriores, unidas a la
escasez de ensayos que estudien este cambio en la direcciéon del puente, hacen de este
grupo de sulfonamidas del 3,4,5-trimetoxibenceno una interesante familia de compuestos

a explorar.
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2. Planteamiento y objetivos

2.1 DISENO

La tubulina es una diana contrastada en la busqueda de nuevos tratamientos contra el
céncer, ya sea para su empleo en monoterapia o en combinacién con otros tratamientos.3?
El grupo de investigacion en el que se ha desarrollado este trabajo de Tesis Doctoral esta
especializado en el disefio, la sintesis y la evaluacidon de nuevos agentes antimitdticos que
ejercen su accién a través del sitio de la colchicina, afectando a la dindmica de los

microtubulos.

Los ligandos del dominio de la colchicina son habitualmente moléculas mas pequefias en
comparacion con los tratamientos antimitéticos empleados en la actualidad, como
paclitaxel o vincristina. Esto genera que sus ligandos sean mas accesibles sintéticamente y
presenten perfiles farmacocinéticos mas favorables. A ello se suma una menor sensibilidad
a las resistencias mediadas por MDR vy la posibilidad de ejercer un efecto disruptor de los

vasos sanguineos inmaduros que irrigan los tumores.

El dominio de la colchicina se encuentra dividido en tres zonas. A la hora de disefiar los
ligandos de unidn, se puede optar por dirigir el disefio hacia las zonas 1-2 o hacia las zonas
2-3. Hay muy pocos ligandos que interactian con las tres regiones, ya que esto requiere
adaptar los ligandos existentes de las zonas 1 y 2, alargando su longitud sin perder su

potencia citotoxica.

Se ha observado que los ligandos de las zonas 1-2 suelen presentar mayor actividad
antiproliferativa. Por ello, en este trabajo se disefian nuevos compuestos que interaccionen
con estas dos zonas, pudiendo en el futuro alargar hacia la zona 3 los compuestos que

presenten mejores propiedades.

Los ligandos de las zonas 1-2 se caracterizan estructuralmente por la presencia de dos anillos
aromaticos no coplanares, que requieren una disposicion cisoide para su interaccion con la
diana. El modelo estructural empleado como referencia es la CA4. Se considera un buen
prototipo al presentar una elevada potencia citotdxica con un tamafio bastante reducido.
Sin embargo, la inestabilidad configuracional de su puente olefinico o la presencia de un
grupo hidroxilo susceptible de glucuronidacion son algunas desventajas que le han

impedido avanzar en clinica como tratamiento antitumoral.

A continuacién, se detallan las modificaciones seleccionadas para cada region de la CA4,

considerando los antecedentes previamente mencionados.
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2.1.1 PUENTE: SULFONAMIDA REVERSA

La geometria de las zonas 1-2 requiere que los anillos se dispongan en una disposicion
similar a los de la CA4. Las sulfonamidas adoptan preferentemente esta conformacion en
disolucién.>%101197 por ¢|lo, se selecciona un grupo sulfonamida como puente que conecte
los dos anillos aromaticos de las zonas 1y 2. De este modo se evita el inconveniente de que
el puente olefinico de la CA4 isomerice de su forma cis a trans, lo que provoca la pérdida de
actividad vy, al mismo tiempo, mejora sus propiedades farmacocinéticas al aumentar su

polaridad.

Cuando el grupo sulfona de la sulfonamida esta unido al anillo B, el nitrégeno de ésta se
orienta hacia un bolsillo de la diana pequefio e hidrofébico. La potencia de estas
sulfonamidas clasicas se incrementa cuando el nitrégeno se sustituye con grupos alquilicos
pequefios como metilos o etilos.?* En sulfonatos, los compuestos con el grupo sulfona unido

al anillo A conducen a una mayor potencia (Figura 20).113

Direccion clasica Direccién reversa
0,
o O
R R
0 0 (0] (0]
| 0 | I 0 |
R =Me ICs, (NCI-H460) = 540 nM ICs, (NCI-H460) = 620 nM
R =MeO IC5q (NCI-H460) = 140 nM IC5q (NCI-H460) = 67 nM
R = Me,N IC5, (NCI-H460) = 41 nM IC5, (NCI-H460) = 29 nM

Figura 20. Sulfonatos analogos de CA4 con ambas direcciones del puente y sus ICso.

Este trabajo de Tesis Doctoral busca evaluar el efecto del cambio de direccién del puente
sulfonamida en sulfonamidas antimitéticas con un anillo A de 3,4,5-
trimetoxibencenosulfonilo. Presumiblemente, el nitrégeno de la sulfonamida se dirigira en
estos derivados hacia una zona diferente del espacio interfacial de los dimeros de tubulina.
Este nitrégeno se puede utilizar para introducir sustituyentes que modifiquen las
propiedades farmacocinéticas y la interaccion con la diana. Estudios computacionales
realizados por el grupo de investigacion indican que esta zona presenta mayores

dimensiones, permitiendo introducir una mayor variedad de grupos.
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2.1.2 ANILLO A: 3,4,5-TRIMETOXIFENILO

El anillo de 3,4,5-trimetoxifenilo como anillo A en los derivados de CA4 se considera
importante para alcanzar una elevada potencia citotdxica. Aunque existen modificaciones
qgue mantienen la actividad citotdxica, estdn menos extendidas.!'* Por ello, mantendremos

como anillo A el 3,4,5-trimetoxifenilo en todos los compuestos de este trabajo.

2.1.3 ANILLO B: FENILOS, NAFTALENOS E INDOLES

No hay muchas N-aril-3,4,5-trimetoxibencenosulfonamidas inhibidoras de la tubulina
descritas, por lo que en este trabajo se plantea explorar las posibilidades estructurales del
anillo B (N-arilo). En inhibidores de tubulina del sitio de la colchicina es este anillo es el que
permite  mas variaciones de estructura diversa como combretastatinasi®’,

isocombretastatinas!!®, fenstatinas®! o sulfonamidas cldsicas®*°%,

Teniendo en cuenta los anillos B que conducen a una elevada potencia antitubulina se han
seleccionado tres opciones: fenilos, naftalenos e indoles. Cada tipo de anillo B da lugar a una

familia de potenciales inhibidores de tubulina con propiedades diferentes (Figura 21).

0, 0,
S ABT-751 N
rrara, ™
N OH ~0 o~
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R, R'=H, CH; COCHj...

R 0,
Reo e o8¢
BN o o~
ICso (HCT-116) = 2,3 nM 0

Anillos B propuestos

] X X :
: X :
- I / -
: Y N
' Y Y '
1 X=H,Cl X'=H, CHO, CN, CONH, COOCH ;|
i Y=H, CH30, RR'N, Cl, CF,4 X,Y=H, NO, NH, Y = CH; CH,CN .
' ' ;

Figura 21. Estructuras tomadas como referencia y modificaciones planteadas como anillo B.
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Para la familia con anillos B fenilicos se han seleccionado sustituyentes que conducen a
compuestos activos en otros tipos estructurales. Una de las mds frecuentes es un metoxilo
en 4, acompafiado o no de grupos hidroxilo o amino en 3, que suelen incrementar la
potencia. También se exploraran grupos amino en lugar del metoxilo, ya que se ha visto que

conducen a derivados potentes con propiedades favorables.®*

Los sistemas benzofusionados como naftalenos, alquilindoles e incluso carbazoles también

17118 hor lo que

se encuentran descritos como anillos B en inhibidores de tubulina potentes,
se utilizardn como anillos B en las nuevas bencenosulfonamidas.’'® Debido a la alta
hidrofobicidad de estos sistemas benzofusionados se plantea la introduccidn de grupos

polares, que también se espera que puedan modificar la interaccién con la diana.3%12°

2.2 PLANTEAMIENTO SINTETICO

Existen diferentes posibilidades de abordar la sintesis de sulfonamidas. Una de las mds
empleadas debido a su eficacia es la reaccién de cloruros de sulfonilo con aminas. En este
caso se hace reaccionar cloruro de 3,4,5-trimetoxibencenosulfonilo (anillo A) con las
correspondientes aminas aromaticas (anillo B). Los nitrdgenos de las sulfonamidas tienen
caracter acido y pueden alquilarse en medio basico introduciendo nuevas modificaciones

(Esquema 1).
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Esquema 1. Andlisis retrosintético de las N-aril-3,4,5-trimetoxibencenosulfonamidas.

El cloruro de 3,4,5-trimetoxibencenosulfonilo es comercial pero muy caro, lo que podria
explicar el bajo nimero de 3,4,5-trimetoxibencenosulfonamidas descritas. Al tratarse de un
material de partida comun para todas las familias se requeririan grandes cantidades, por lo
que se decidié sintetizarlo. Entre las sintesis descritas se selecciond la sintesis a partir de la
3,4,5-trimetoxianilina por diazotacion, sustitucién nucleofilica aromatica con xantogenato

121y saponificacién del xantato para obtener el tiofenol*?? que por cloracién oxidativa

de etilo
da el cloruro de sulfonilo.'?® Otra alternativa a la hora de introducir el cloruro de sulfonilo a
partir de la sal de diazonio es el uso de diéxido de azufre (SO2) gas y CuCl, pero el

rendimiento es bajo y requiere el manejo de didxido de azufre, el cual es téxico. Por ultimo,
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el cloruro de 3,4,5-trimetoxibencenosulfonilo puede obtenerse por sulfonaciéon o
clorosulfonacién de 3,4,5-trimetoxibenceno. No obstante, esta ruta sintética da lugar

principalmente al otro regioderivado (Esquema 2A).12*

A NH, !
: LBl
i sch' ﬁ 0 O: E :
: ! ! NH OH |
| (lj ?s Co
p 0 b ;
: <|3 cl) L TTTTTTTTTTTTTTomTomoommommmm o
:\ 0 :
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| R, =H/NO, |
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Esquema 2. Planteamiento sintético de los materiales de partida. A) cloruro de 3,4,5-
trimetoxibencenosulfonilo. B) 2-naftilaminas.

Las anilinas necesarias para la reaccién con el cloruro de sulfonilo son comerciales. La 2-
naftilamina también es muy cara, por lo que se prefirié sintetizarla. Se plantea por ello su
obtencion en el laboratorio a partir del 2-naftol (Esquema 2B1) o por desulfuracion del acido
2-aminonaftalen-1-sulfénico. Ademas, estd descrito que la nitracion del acido 2-
aminonaftalen-1-sulfénico tiene lugar en el anillo sin sustituir, lo que permitiria incorporar

grupos amina sobre este anillo (Esquema 2B2).
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Esquema 3. Planteamiento sintético de las modificaciones realizadas sobre el anillo B indélico.

Para la obtencién de las aminas inddlicas se parte 5-nitro-1H-indol, tras la alquilacion del
nitrogeno inddlico y reduccion. Las modificaciones en la posicién 3 se pueden realizar
mediante reacciones de sustitucion electrofilica aromatica previas a la reduccidn, o una vez

formada la sulfonamida (Esquema 3).

2.3 EVALUACION BIOLOGICA

Los compuestos sintetizados en este trabajo han sido disefiados para unirse al sitio de la
colchicina en tubulina. Por ello, se espera que tengan un efecto desestabilizador de los
microtubulos que lleva en ultima instancia a la muerte celular. De cara a la evaluacién
bioldgica de los compuestos finales, se plantea una serie de ensayos frente a lineas celulares

tumorales y no tumorales para determinar su potencia y selectividad.

La capacidad antiproliferativa de las nuevas sulfonamidas se estudia por medio de
experimentos in vitro. Con el fin de seleccionar los compuestos que ejerzan este efecto
citotoxico, se realiza en primer lugar un cribado a una dosis elevada (1 uM). Los compuestos
que superan este cribado se evalian frente a una amplia variedad de lineas celulares
tumorales humanas calculando su ICso (concentracién a la que el compuesto inhibe al 50 %
la proliferacion celular). El analisis de una gran diversidad de tejidos puede proporcionar
informacidén sobre variaciones en la sensibilidad al tratamiento. Se incluyen ademas en estos
ensayos lineas celulares resistentes a los tratamientos antimitéticos convencionales como
los taxanos. Todos los datos obtenidos de estos estudios nos permiten obtener informacién

acerca de la relacién estructura-actividad.

Adicionalmente, se plantea la realizacién de ensayos de mecanismo de accién para los

compuestos mas potentes. Para ello se plantea estudiar su efecto sobre el ciclo celular por
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citometria de flujo, sobre los microtubulos de las células por microscopia confocal y la
induccion de apoptosis, estudiando la translocacién de fosfatidilserina y la activacién de

caspasas.

2.4 OBJETIVOS

En base a este planteamiento y a los antecedentes mencionados, el objetivo general de esta
Tesis Doctoral se centra en sintetizar, caracterizar y evaluar nuevas moléculas bioactivas con
esqueleto de sulfonamida disefiadas para unirse al sitio de la colchicina en tubulina. Estos
nuevos ligandos objetivo tienen como denominador comun un puente sulfonamida que
presente el grupo sulfona sobre un anillo de 3,4,5-trimetoxifenilo. Los objetivos especificos

se enumeran a continuacion.

Por un lado, los objetivos especificos correspondientes a la sintesis de los compuestos

planteados:

e Desarrollar y optimizar la metodologia sintética para la obtencién del cloruro de
3,4,5-trimetoxibencenosulfonilo.

e Sintetizar y purificar una nueva serie de N-(fenil)-3,4,5-trimetoxibenceno
sulfonamidas en cantidad adecuada para su posterior caracterizacion y evaluacion.

e Sintetizar y purificar nuevas N-(naftalen-2-il)-3,4,5-trimetoxi bencenosulfonamidas
en cantidad suficiente para su caracterizacion y evaluacion posterior.

e Sintetizar y purificar una nueva familia de N-(1-alquil-1H-indol-5-il)-3,4,5-trimetoxi
bencenosulfonamidas en la cantidad necesaria para su posterior caracterizacién y

evaluacién.

En segundo lugar, se presentan los objetivos especificos que hacen referencia a la evaluacién

de los nuevos ligandos sintetizados:

e Evaluar la actividad antiproliferativa in vitro de las nuevas sulfonamidas frente a
diversas lineas celulares tumorales y no tumorales humanas.

e Analizar la relacién estructura-actividad de las nuevas familias de sulfonamidas
evaluadas.

e  Estudiar el posible mecanismo de acciéon antimitético de las sulfonamidas con

actividad antitumoral.
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In this PhD thesis, we have synthesized and evaluated new antimitotic agents with a
sulfonamide structure based on combretastatin A-4. The main characteristic of these
compounds is the orientation of their sulfonamide bridge, which is reversed compared to
the antimitotic sulfonamides that retain the 3,4,5-trimethoxyphenyl ring as A ring evaluated

so far. The previously presented results allow us to draw the following conclusions:

1. The methodology developed for synthesizing 3,4,5-trimethoxybenzenesulfonyl
chloride (1) leads to the desired compound in acceptable quantities and yields. This
synthetic route gathers cost reduction with a relatively simple protocol.
Additionally, the synthetic methodologies employed for synthesizing and modifying
the sulfonamides are adequate, obtaining most of the compounds with good yields

and high purity.

2. 77 new reverse sulfonamides have been synthesized and classified into three
families based on their aromatic B ring. All of them have been evaluated in vitro,
resulting in 25 new antimitotic sulfonamides with submicromolar potency (<1 uM)

against Hela cancer cell line.

3. In family 1, with a phenyl B ring, the most favourable substitutions are methoxy,
methylamine, or dimethylamine groups at the para position. On the contrary, a
primary amine leads to the loss of cytotoxic activity. Methylation of the
sulfonamide nitrogen increases cytotoxic activity, resulting in the three most potent
ligands of family 1 (ICso = 0.131 — 0.313 uM). In this group of compounds, the
reversal of the sulfonamide bridge results in a slight decrease in cytotoxic potency

compared to their counterparts.

4. Ligands with a naphthyl B ring (family 2) improve their potency when an amino
group is introduced at the 8' position (ICso from 1.831 uM to 0.544 uM). As in the
previous family, the potency increases after sulfonamide methylation (ICso =
0.060 uM). Additionally, a slight improvement is observed when a cyanomethyl
group is introduced on this nitrogen (ICso = 0.388 uM), although it does not reach

the values of the methylated sulfonamide.

5. Family 3, with an indole ring, gathers the most potent ligands along this work.
Sulfonamide methylation or cyanomethylation improves or maintains potency (1Cso
=0.050 and 0.022 uM) compared to the unsubstituted sulfonamides. Polar groups
at the indole 3’ position increase cytotoxic potency to the nanomolar range (ICso =

0.018 —0.102 uM). Bridge reversal results in similar antiproliferative potency as the

118



10.

11.

12.
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classical sulfonamides and modifies the observed structure-activity relationships of

indole 3 substituents with respect to other structural families.

Most of the cytotoxic ligands avoid resistance mediated by MDR proteins, a
recurrent problem in chemotherapies. However, the incorporation of an amide at
the 3' position of the indole ring in family 3 compounds seems to make them

substrates of these proteins.

The target of the synthesized sulfonamides is tubulin, as demonstrated by the
mechanism of action experiments conducted with the most promising compounds
from each family. These compounds induce cell cycle arrest at the Go/M phase, a
common effect observed with other antimitotic compounds. Additionally,
immunofluorescence studies show the loss of the microtubular network in cells

treated with the selected compounds.

The studied compounds trigger cell death by apoptosis in a time-dependent way.
For analogues from families 2 and 3, a progressive activation of caspases 3 and 7 is

also observed.

Regarding family 3, differences in the biological effects have been observed
depending on the substituent of the sulfonamide nitrogen. Methylated
sulfonamides (63, 101 and 104) show a higher percentage of cells in the mitosis
stage and quickly lead to apoptotic death. In contrast, non-methylated (61, 65 and

100) accumulate more cells in the G2 and apoptosis takes longer to appear.

Analogues from family 1 are more water soluble than CA4 and some of them
maintain or even increase the solubility values of the orally absorbable sulfonamide
ABT-751.

The in silico results for pharmacokinetic properties and mutagenicity prediction are
favourable, suggesting that the most potent compounds could be good candidates

for further preclinical evaluation.

The sulfonamides belonging to family 3 constitute the most promising group in this
study due to their cytotoxic potency. Among them, compound 96 stands out,
displaying an ICso of less than 20 nM in nine of the cell lines studied in the semi-
automatic screenings. Additionally, it is not affected by the decreased sensitivity to
antimitotic drugs exhibited by the BT-474 cell line (ICso = 0.011 uM) and is only
slightly affected in the MDA-MB468-paclitaxel resistant (PR) cell line, with the ICso
increasing from 0.017 uM to 0.033 uM.
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