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RESUMEN 

La tubulina, la proteína fundamental que forma los microtúbulos, es una de las dianas más 

estudiadas en la búsqueda de nuevos tratamientos contra al cáncer. Los compuestos 

antimitóticos, 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 más sencillas que facilitan su síntesis. Además, 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 aromáticos A y B unidos por un puente 

olefínico, presenta inconvenientes en cuanto a sus propiedades fisicoquímicas y su 

inestabilidad configuracional. 

El reemplazo del puente olefínico de la CA4 por un grupo sulfonamida mantiene la 

configuración Z necesaria para la interacción con la diana a la vez que se aumenta la 

polaridad de la molécula. Hasta el momento, la inmensa mayoría de las sulfonamidas 

antimitóticas que mantienen como anillo A un 3,4,5-trimetoxifenilo presentan sobre éste el 

nitrógeno de la sulfonamida. En este trabajo de Tesis Doctoral se han sintetizado 77 nuevas 

sulfonamidas basadas en la CA4 con la dirección reversa del grupo sulfonamida con el fin de 

explorar la diferente disposición que pueden adoptar estos ligandos en el sitio de la 

colchicina. Además, se busca explorar los efectos que pueden tener los sustituyentes en el 

nitrógeno de la sulfonamida introduciendo una amplia variedad de grupos de diferente 

polaridad y volumen. 

Los compuestos sintetizados se clasifican en tres familias en función del anillo aromático 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 líneas tumorales 

humanas. 25 de las nuevas sulfonamidas presentaron actividad antitumoral con valores de 

IC50 inferiores a 1 micromolar frente a la línea celular tumoral HeLa. La familia 3, con un 

anillo indólico como anillo B, es la familia más prometedora con 17 de estos 25 compuestos 

activos. 

Los ligandos de las familias 2 y 3 fueron evaluados adicionalmente frente a nueve líneas 

celulares tumorales y 3 líneas no tumorigénicas usando una metodología semiautomática 

durante la estancia predoctoral realizada en el Radiumhospitalet de Oslo. Las líneas MDA-

MB468 paclitaxel resistente (PR) y BT474 mostraron cierta resistencia a los tratamientos 

antimitóticos usados como referencia (paclitaxel, docetaxel, vincristina and vinblastina). Sin 

embargo, las sulfonamidas indólicas 65, 97, 100, y 102, las cuales portan un grupo 
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cianometilo sobre el nitrógeno de la sulfonamida, no pierden actividad frente a la línea 

MDA-MB468-PR. Por otro lado, la introducción de un grupo metilo sobre esta posición, 

sumado a la funcionalización de la posición 3’ del indol (96, 101, y 104) parece conferir cierta 

protección frente a la resistencia de BT474. 

La afinidad por las proteínas MDR fue evaluada, demostrando que la mayoría de los 

compuestos sintetizados no son sustrato de estas bombas. Además, se realizaron estudios 

del mecanismo de acción sobre una selección de los compuestos más potentes de cada 

familia.  

Los compuestos antimitóticos alteran la dinámica microtubular, evitando el correcto 

funcionamiento de la mitosis y generando una acumulación de células en esta fase del ciclo. 

Este efecto fue evaluado por citometría de flujo, al mismo tiempo que se estudiaba la 

muerte celular mediada por apoptosis. Esta apoptosis también se evaluó midiendo la 

activación de las caspasas 3 y 7. Por último, la integridad de la red microtubular fue analizada 

por medio de inmunofluorescencia frente a diferentes líneas celulares. 

Todos los compuestos evaluados indujeron acumulación de células en la fase G2/M del ciclo 

celular, seguido de muerte celular mediada por apoptosis. Estos efectos, sumados a la 

alteración de la red de microtúbulos tras el tratamiento, sugiere que las nuevas 

sulfonamidas siguen un mecanismo de acción antimitótico. 

Las propiedades farmacocinéticas de los compuestos activos también fueron estudiadas. La 

solubilidad acuosa de los compuestos de la familia 1 se midió empíricamente. Todos los 

compuestos estudiados mejoraron la solubilidad acuosa de la CA4, y muchos de ellos la de 

ABT-751. Por último, resultados in silico de estudios farmacocinéticos y de mutagenicidad 

demostraron las características favorables de los nuevos ligandos para ser futuros 

candidatos a nuevos estudios preclínicos. 
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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 IC50 lower than 1 micromolar against HeLa 

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.  
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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 G2/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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Desde el papiro de Edwin Smith, donde se registró el primer caso de cáncer alrededor del 

año 3000 a.C.1, hasta los anticuerpos monoclonales, el conocimiento de la sociedad acerca 

del cáncer ha aumentado de manera exponencial. Pese al incesante avance, el cáncer sigue 

siendo una de las principales causas de muerte a nivel mundial.2 En los últimos años se ha 

avanzado considerablemente en el conocimiento del cáncer y sus tratamientos, mejorando 

la supervivencia en muchos de ellos. Esto pone de manifiesto la relevancia de la ciencia y de 

la investigación en nuestra sociedad.  

Lo que comúnmente se conoce como cáncer engloba un conjunto de más de 100 

enfermedades que presentan como factor común un crecimiento celular descontrolado. 

Esta situación ocurre debido a alteraciones genéticas que generan un desequilibrio entre los 

procesos de división celular (mitosis) y de muerte celular.3 El desarrollo del cáncer puede 

dividirse en tres etapas. El primer estadio es la iniciación, en la cual una célula sufre una 

alteración genética favorable que transmitirá a sus clones tras la replicación. La célula que 

porta dicha mutación puede seguir sufriendo nuevas mutaciones, lo que da lugar a la fase 

de promoción. Cuando por selección natural se alcanza un conjunto de alteraciones que 

decantan la balanza a favor de la proliferación celular, se inicia la fase progresión. En esta 

fase se produce un crecimiento descontrolado que da lugar a la masa celular que 

comúnmente conocemos como tumor.4,5 Además, las células tumorales pueden diseminar 

a otros tejidos, donde forman nuevos tumores en el proceso de metástasis (Figura 1).6  
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Figura 1. Esquema de la progresión del cáncer. 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 mutación desfavorable. Creado con BioRender.com 

Junto a la cirugía, las estrategias clásicas empleadas para el tratamiento del cáncer son la 

radioterapia y la quimioterapia. Esta última presenta una demostrada efectividad, siendo el 

tratamiento de primera línea en múltiples tipos de cáncer.7 Hay una amplia variedad de 

estrategias quimioterapéuticas. Estas incluyen fármacos que inducen la muerte celular a 

través de mecanismos de apoptosis o autofagia, que actúan sobre el ADN provocando su 

ruptura o alquilación, que inhiben enzimas esenciales como la topoisomerasa, o que 

dificultan la división celular, como es el caso de los compuestos antimitóticos. Sin embargo, 

los efectos adversos asociados a los tratamientos quimioterápicos, junto con la constante 

aparición de resistencias, hacen necesaria la búsqueda de nuevas moléculas y estrategias.8  

En los últimos años está 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 cáncer. Estos avances han marcado una era, acercando 

los tratamientos hacia una medicina personalizada más específica y con menos efectos 

adversos. Sin embargo, hoy en día presentan también grandes limitaciones como el elevado 

coste o los fuertes efectos adversos inespecíficos que sufren determinados pacientes. En 

muchas ocasiones, especialmente en el caso de los tumores sólidos, 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 aparición de resistencias y las barreras físicas y fisiológicas que tienen que 

superar para acceder a ellos. Estas limitaciones hacen que sea necesario su uso en 

combinación con otros tratamientos quimioterápicos, poniendo de manifiesto la necesidad 
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de seguir avanzando hacia nuevas moléculas que mejoren las formulaciones actuales, 

evitando la aparición de resistencias.9,10 

Mirvetuximab soravtansine-gynx (Elahere™) es un ejemplo de ello, aprobado por la FDA en 

2024 para el tratamiento del cáncer de ovario resistente. Se trata de un anticuerpo 

monoclonal conjugado con un fármaco quimioterápico. En concreto, se trata de un 

compuesto antimitótico derivado de maitansina que ejerce su acción sobre la tubulina.11 

Este ligando, al igual que otros antimitóticos utilizados en la terapéutica actual, interfiere 

con la dinámica de los microtúbulos, provocando un bloqueo de la mitosis y reduciendo la 

división celular. Es sobre esta diana donde centraremos nuestra atención a lo largo de este 

trabajo. 

1.1 TRATAMIENTOS ANTIMITÓTICOS FRENTE A LA DIVISIÓN CELULAR 

El ciclo celular en las células eucariotas se divide en interfase y división celular. En el caso de 

las células que forman el cuerpo humano, esta división 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). 

 
Figura 2. A) Etapas del proceso de mitosis: profase, metafase, anafase y telofase. B) Partes del 

cromosoma. C) Componentes del huso mitótico. Creado con BioRender.com 
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Durante la profase, la cromatina se empaqueta haciendo visibles los cromosomas 

(Figura 2B) y la membrana nuclear que los englobaba se descompone. Además, los 

centrosomas (Figura 2C) se disponen en polos opuestos de la célula desde donde los 

microtúbulos empiezan a polimerizar. La red de microtúbulos invade toda la célula, 

uniéndose algunos de ellos al cinetocoro de los cromosomas. Una vez que cada cromosoma 

está unido a un microtúbulo de cada polo, comienza la metafase. En esta etapa los 

cromosomas se alinean en el plano ecuatorial de la célula, conocido como placa 

metafásica.12–14  

Acto seguido comienza la anafase, en la cual las cromátidas hermanas se separan por el 

cinetocoro, quedando cada una unida a un microtúbulo. Estos microtúbulos comienzan a 

acortarse, acercando las cromátidas al centrosoma. A su vez, los microtúbulos no unidos a 

ningún cinetocoro se alargan, ejerciendo presión unos contra otros y desplazando los 

centrosomas a polos opuestos de la célula. Por último, durante la telofase, las cromátidas 

alcanzan los polos de la célula, descondensan y se forma una nueva membrana nuclear. Los 

microtúbulos 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 contráctil.12–14 

En el balance entre la proliferación y la muerte celular, las células tumorales muestran un 

desequilibrio a favor de la división celular. Las terapias antimitóticas que se enfocan en 

frenar la mitosis han sido una de las estrategias más estudiadas en el campo de los 

quimioterápicos durante las últimas décadas.15 El grupo más destacado entre ellos es el que 

actúa contra el microtúbulo, teniendo como diana la tubulina.16 El microtúbulo es un 

polímero formado por dímeros de α- y β-tubulina que presenta la capacidad de polimerizar 

y despolimerizar de forma controlada en el interior celular (Figura 3A).17  

 
Figura 3. Estructura del microtúbulo. A) Dímero de α- y β-tubulina. B) Protofilamento de tubulina. 

C) Microtúbulo formado por 13 protofilamentos y su sección transversal. Creado con BioRender.com 
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Las subunidades de tubulina se encuentran formando dímeros, 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 diámetro 

que es lo que conocemos como microtúbulo (Figura 3C).18 

Dada la importancia de los microtúbulos en la mitosis, existe un punto de control dedicado 

a verificar su correcto funcionamiento. El objetivo es evitar fallos en la replicación, 

obteniendo dos células hijas genéticamente idénticas.19 Este punto de control requiere que 

todos los cromosomas se encuentren unidos a un microtúbulo de cada polo y debidamente 

alineados en la placa metafásica. Si la célula supera el punto de control, se produce la 

activación del complejo promotor de la anafase/ciclosoma (CPA/C), un complejo 

multiproteico con actividad ubiquitina ligasa que permite la separación de las cromátidas 

durante la anafase.20 

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 cromátidas hermanas. Por ello, cuando se degrada la securina, la separasa 

puede realizar su acción permitiendo el inicio de la anafase (Figura 4).21 

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 microtúbulos, el 

CPA/C no se activa. En este caso, las proteínas del punto de control de la mitosis Mad2 y 

BubR1 se activan, inhibiendo al CPA/C. De este modo, la securina se mantendría 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.20 El objetivo de este bloqueo es aportar 

un tiempo extra a la célula para solventar este fallo en la unión a microtúbulos. En este paso, 

se abren varias posibilidades.19 

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 podría saltarse el proceso de mitosis con las dos copias de 

ADN, dando lugar a una célula aberrante poliploide. Esta célula podría entrar en 

senescencia, manteniéndose activa en términos metabólicos, pero sin realizar la división 

celular. También podría 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).19 

 
Figura 5. Consecuencias sobre la célula de la exposición a compuestos antimitóticos 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 separación de las cromátidas 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, más propensas a desencadenar mutaciones y con ello a generar células 

tumorales.22 

Los compuestos antimitóticos afectan al microtúbulo y a su dinámica de polimerización. Esto 

dificulta la unión de los microtúbulos al cinetocoro de los cromosomas y su correcta 

alineación en la placa metafásica. Este efecto provoca que las células afectadas por 

compuestos antimitóticos no superen el punto de control, viéndose una acumulación de las 

mismas en la fase de mitosis. Si este bloqueo en mitosis se prolonga en el tiempo, las células 

entran en apoptosis, ejerciendo así el efecto citotóxico buscado por estos ligandos 

antitumorales.23 

Los microtúbulos además participan en el transporte de vesículas en el interior celular, el 

mantenimiento de su forma y en su movimiento, factores que también podrían estar 

involucrados en su actividad antitumoral.24 

1.2 TUBULINA COMO DIANA ANTITUMORAL 

La primera estructura del dímero de tubulina obtenida por cristalografía fue conseguida por 

Nogales y colaboradores en 1998.25 Desde entonces, su estudio ha dado lugar al 

descubrimiento de nuevos ligandos y sus correspondientes lugares de acción. Se conocen 

hasta el momento al menos 9 dominios de acción sobre la tubulina. Estos reciben el nombre 

del primer ligando que se describió para cada uno y se agrupan en dos grandes grupos en 

función de su efecto sobre la polimerización (estabilizador o desestabilizador). 
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Figura 6. Estructura de los ligandos estabilizadores del microtúbulo más característicos. 

Dentro de los lugares de acción con efecto estabilizador del microtúbulo encontramos dos 

lugares de acción: el sitio de unión de los taxanos26 y el de la laulimalida/pelurosido A 27. Los 

taxanos son el grupo más relevante dentro de los estabilizadores del microtúbulo (Figura 6). 

La unión de ligandos como paclitaxel (Taxol®), docetaxel o cabazitaxel en el lugar de acción 

impide la curvatura de los protofilamentos que componen el microtúbulo al estabilizar sus 

contactos laterales, evitando su despolimerización.26 

Actualmente, estos derivados están en uso clínico como tratamiento de elección para 

diversos tipos de cáncer como mama, pulmón u ovario. Sin embargo, su marcado carácter 

lipófilo hace necesaria la administración junto a cosolventes, como el Cremophor®, que 

causan importantes efectos adversos. Esto, unido a la constante aparición de resistencias, 

hace necesaria la búsqueda de nuevas moléculas antitumorales.28,29 

Por otro lado, encontramos los sitios de unión que producen un efecto desestabilizador 

sobre los microtúbulos. El lugar de acción más destacado de este grupo es la región de los 

alcaloides de la vinca, siendo los primeros antimitóticos en ser aprobados para su uso en 

clínica. Ejemplos de estos ligandos con aplicación en el tratamiento del cáncer de mama, 

pulmón o sarcomas son vincristina, vinblastina o vinorelbina (Figura 7).30  
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Figura 7. Estructura de alcaloides de la vinca desestabilizadores del microtúbulo. 

Otro de los dominios sobre la tubulina con efecto desestabilizador es el lugar de acción 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 

acción.31 Entre estas familias se encuentran las combretastatinas, una serie de compuestos 

con esqueleto de estilbeno en el que se centra el diseño de este trabajo y comentaremos en 

profundidad más adelante.32,33 

Los sitios de acción de la maitansina34, de la pironetina35, de la eribulina36, del todalam37 y 

el sitio de la gatorbulina-138 son otros dominios presentes en la tubulina que generan un 

efecto desestabilizador de los microtúbulos (Figura 8).  
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Figura 8. Estructura de ligandos desestabilizadores del microtúbulo. 

A pesar de la amplia variedad de sitios de unión y ligandos antimitóticos descritos hasta el 

momento, su uso en clínica se ve limitado por diversos inconvenientes. Muchos 

antimitóticos conllevan importantes efectos adversos como neurotoxicidad o neutropenia, 

lo que genera una ventana terapéutica estrecha y limitaciones en las dosis empleadas.39 A 

estas desventajas se suma la baja solubilidad de muchos de ellos, lo que requiere su 

formulación con solventes que pueden aumentar la toxicidad asociada a dichos 

tratamientos antitumorales.40 Estos inconvenientes dificultan la llegada de muchos de los 

compuestos antimitóticos actuales a la clínica. 

Adicionalmente, los tratamientos antimitóticos presentan recurrentes resistencias, que 

bajan su eficacia dando lugar al fracaso terapéutico. Entre ellas se encuentra la aparición 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.41 Por ejemplo, se ha comprobado que el aumento en la 

expresión de la isoforma βIII de la β-tubulina conduce a una resistencia a los tratamientos 

con paclitaxel y vinorelbina.42 Otra vía de resistencia es la sobreexpresión de proteínas 

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

mencionadas anteriormente.43 

En este marco cobra importancia el estudio del dominio de la colchicina como alternativa a 

los tratamientos antimitóticos actuales. Se ha demostrado que la colchicina no se ve 

afectada por la sobreexpresión de la isoforma βIII, a diferencia de paclitaxel y vinorelbina.44 

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 líneas 

resistentes a paclitaxel o vincristina.45 Además, generalmente son más sencillos a nivel 

estructural, lo que los hace más abordables sintéticamente. Esto permite modificar los 

ligandos existentes con el fin de buscar incrementos en su actividad citotóxica o en su 

solubilidad acuosa para mitigar los inconvenientes mencionados anteriormente.46  

1.3 DOMINIO DE LA COLCHICINA Y COMBRETASTATINA-A4 

El dominio de la colchicina se compone de tres zonas bien definidas (Figura 9).47,48 La zona 

central, alojada en la subunidad β, se denomina zona 2 y es la que ocupan la gran mayoría 

de los ligandos de este lugar de acción. 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 región 

(anillo B). Por último, la zona 3 es una región incrustada más profunda en la subunidad β y 

formada por residuos más polares la cual no se ocupa en la unión de colchicina.47  

Pocos son los ligandos que interaccionan con las tres zonas del dominio de la colchicina. El 

más conocido es ABT-751, una sulfonamida de administración oral formada por tres anillos 

aromáticos.49,50 Los ligandos más clásicos se unen a las zonas 1 y 2, presentando 

generalmente dos anillos aromáticos que se conectan entre sí 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 más difíciles de dividir en dos regiones.48 
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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 aromáticos unidos por un puente, los cuales se unen a las zonas 1 y 2. Estas moléculas 

interaccionan con una gran afinidad con el dominio de la colchicina, generando un efecto 

desestabilizador del microtúbulo.51 Su unión impide la correcta estabilización del huso 

mitótico, dificultando su adhesión al cinetocoro de los cromosomas y deteniendo el ciclo 

celular en el punto de control. Al igual que otros compuestos antimitóticos, las 

combretastatinas bloquean la mitosis, lo que resulta en la acumulación de células en esta 

fase del ciclo y la inducción de la muerte celular.52 

Dentro de la familia de las combretastatinas, es la combretastatina A-4 (CA4) la que 

usaremos como modelo estructural debido a su gran efecto citotóxico. 

Desafortunadamente, no es posible su aplicación en terapéutica debido a que presenta unas 

propiedades farmacocinéticas desfavorables.53 Su estructura es relativamente sencilla, 

formada por dos anillos aromáticos conectados por un puente olefínico. Esto nos permite 

dividir su estudio en 3 zonas claramente definidas: anillo A, anillo B y puente (Figura 10).54  
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Figura 10. Tres estrategias de modificación sobre la CA4 en la búsqueda de nuevos análogos. 

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 mayoría de los análogos de 

combretastatina que presentan una elevada actividad antiproliferativa. Durante mucho 

tiempo se creyó que su presencia era indispensable para la interacción con la diana.51 Sin 

embargo, este anillo aporta a la estructura una elevada carga hidrofóbica y malas 

características farmacocinéticas debido a su tamaño. Por ello, se han intentado buscar 

alternativas realizando ligeras modificaciones que han permitido encontrar análogos que 

mantienen la actividad citotóxica.55–57 Aun así, muchos de los análogos que se diseñan en 

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

Respecto al anillo aromático B, la CA4 presenta un anillo de 3-hidroxi-4-metoxifenilo. Se ha 

modificado el patrón de sustitución sobre dicho anillo bencénico, obteniendo resultados 

especialmente beneficiosos cuando se mantiene en la posición para un grupo metoxilo55 o 

metilamina.58 Además, se encuentran análogos que sustituyen el fenilo por sistemas 

aromáticos más voluminosos como por ejemplo indolilos59, quinolilos60, naftilos61 y demás 

sistemas benzofusionados62. Esta gran variedad de anillos aromáticos y sustituyentes nos 

demuestran que esta región es la que mejor acepta las modificaciones sobre la estructura 

de la CA4. 

Los dos anillos aromáticos de la CA4 están unidos por un puente olefínico en una disposición 

cisoide. La región del puente influye en gran medida en la orientación de la molécula que se 

requiere para la interacción con la diana.63  
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La configuración E en la CA4 es mucho menos favorable que la configuración Z a la hora de 

interaccionar con el dominio de la colchicina.64 Este es uno de los mayores inconvenientes 

que presentan las combretastatinas. En disolución, o expuesta a determinadas condiciones 

como a la luz, temperaturas elevadas o el medio ácido, la CA4 isomeriza a su forma 

inactiva.51 Por tanto, se han estudiado varias modificaciones del puente con el fin de fijar la 

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

Estas variaciones se clasifican en función de la longitud del puente. Análogos con un puente 

de un átomo de longitud han dado lugar a compuestos con actividad antimitótica, entre los 

que encontramos isocombretastatainas65, fenstatinas61, aminas66 o éteres67. Estos derivados 

no presentan capacidad de isomerizar, lo que los mantiene siempre en su orientación 

favorable. 

Debido a su similitud con el puente olefínico, se han estudiado un gran número de familias 

con puentes de dos átomos. Entre ellas, encontramos por ejemplo puentes metilamino68, 

amidas68, sulfonatos69 o sulfonamidas50, entre otras alternativas. Estas aportan flexibilidad 

y mayor polaridad al puente que conecta los dos anillos aromáticos. Otra estrategia seguida 

es fijar la disposición cisoide utilizando como puente heterociclos aromáticos como pirrol70, 

furano71, isoxazol72, tetrazol57 o benzoderivados73 entre otros. 

Por último, se encuentran puentes de tres átomos representados especialmente por el 

grupo de las chalconas.74 Además, siguiendo la estrategia de fijar la configuración activa 

empleando heterociclos como puente, encontramos diferentes anillos con sustituciones 1,3 

como por ejemplo oxazoles75 o piridinas76. 

1.4 VASCULATURA COMO DIANA ANTITUMORAL 

Cuando un tumor sólido adquiere un tamaño mínimo, este requiere de la formación de 

nuevos vasos sanguíneos que aporten a las nuevas células los nutrientes y el oxígeno 

necesarios para su desarrollo y proliferación. El proceso de creación de nueva vasculatura 

es lo que se conoce como angiogénesis. Estos nuevos vasos sanguíneos se han estudiado 

como diana en la búsqueda de tratamientos frente al cáncer. 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 proliferación 

celular se vería limitada o reducida.77  

Las células endoteliales son genéticamente estables, produciéndose sobre ellas pocas 

mutaciones y, por ello, siendo menos propensas a la aparición de resistencias. Tener como 

diana los vasos vasculares tumorales podría generar un problema de selectividad respecto 

al resto de vasos sanguíneos. Sin embargo, las redes vasculares tumorales presentan un 
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estado inmaduro, más desorganizado y permeable respecto al resto de vasos. Esto los hace 

más sensibles a los tratamientos, aumentando la ventana terapéutica y disminuyendo la 

toxicidad frente al resto de vasos sanguíneos.78 

Existen dos estrategias de acción sobre dicha vasculatura. Si el objetivo es evitar la formación 

de estos vasos, estamos ante una acción antiangiogénica, mientras que si la diana son los 

vasos inmaduros ya formados hablamos de un efecto disruptor vascular.79 

Compuestos como CA4, colchicina, vinblastina o ABT-751 generan este efecto disruptor 

vascular tumoral a dosis inferiores a las citotóxicas.80 Varios estudios se han centrado en 

estudiar no solo su efecto antimitótico, sino también su actividad disruptora vascular. El 

citoesqueleto, responsable de la forma celular y las conexiones célula-célula, se ve afectado 

al alterar la dinámica microtubular. Esto desencadena un incremento en la permeabilidad 

vascular, una reducción del flujo sanguíneo en la zona afectada, seguido de vasoconstricción 

para compensar la caída de la presión y, en última instancia, necrosis.81 

Este efecto disruptor vascular de los compuestos antimitóticos se ha explorado como una 

opción en el tratamiento de tumores sólidos. Diferentes ensayos clínicos que combinan 

radioterapia o quimioterapia junto con antimitóticos con efecto sobre la vasculatura a bajas 

dosis han explorado esta posible alternativa.82 

1.5 SULFONAMIDAS COMO ALTERNATIVA AL PUENTE OLEFÍNICO 

Las sulfonamidas, cuya fórmula general es R-SO2-NR1R2, constan de un grupo sulfona unido 

a una amina. En función del grado de sustitución del nitrógeno, las sulfonamidas se clasifican 

en primarias (R-SO2-NH2), secundarias (R-SO2-NHR1) y terciarias (R-SO2-NR1R2). 

Este grupo sulfonamida ha despertado gran interés debido a su accesibilidad sintética y su 

presencia en diversas moléculas bioactivas. La furosemida con efecto diúretico83, la 

glibenclamida empleada en el tratamiento de la diabetes84, las sulfamidas antibacterianas85 

o la acetazolamida inhibidora de la anhidrasa carbónica86 son ejemplos de fármacos que 

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

El grupo sulfonamida también se encuentra presente en un gran número de compuestos 

antimitóticos. Debido a su polaridad y estabilidad el grupo sulfonamida es una buena 

alternativa al puente olefínico en la búsqueda de análogos de CA4.50  

Las sulfonamidas antimitóticas que se dirigen al dominio de la colchicina se pueden clasificar 

en dos grandes grupos según las zonas de unión que ocupan. Un grupo incluye a los ligandos 

que ocupan las tres zonas previamente descritas, mientras que el otro grupo está 

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

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

Las sulfonamidas diseñadas para ocupar los 3 bolsillos del dominio de la colchicina suelen 

estar formadas por tres anillos aromáticos. La sulfonamida se encuentra generalmente 

uniendo el anillo A con el B, siendo el anillo A de menor tamaño respecto al de los análogos 

dirigidos a las zonas 1-2 que veremos a continuación. La presencia de dicho anillo menos 

voluminoso habilita la entrada del tercero en la zona 3, más profunda en la proteína.48 

El cabeza de serie de este grupo de compuestos es ABT-751, el cual ha alcanzado ensayos 

clínicos en fase II.87 También conocido como E7010, es una sulfonamida de administración 

oral que ocupa las zonas 1 y 2, además de parcialmente la zona 3. ABT-751 presenta 

actividad frente a líneas celulares resistentes a vincristina, doxorrubicina o cisplatino, 

además de no ser sustrato de los transportadores MDR. Pese a ello, no ha llegado más lejos 

en su desarrollo por falta de efectividad en los ensayos clinicos.88–90 Se han investigado 

nuevas sulfonamidas basadas en la estructura de ABT-751, pero ninguna de ellas ha 

avanzado hasta ensayos clínicos. Ejemplos de sulfonamidas con efecto antimitótico que 

ocupan las tres zonas del domino de la colchicina se presentan en la Figura 12.91,92 Pese a 

presentar actividad citotóxica, sus potencias se sitúan lejos de las obtenidas por análogos 

clásicos 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 ANTIMITÓTICAS 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 análogas de la CA4 son sulfonamidas 

secundarias. Por ello, presentan sobre su nitrógeno un punto de anclaje para introducir 

nuevas modificaciones en busca de mejores potencias o propiedades farmacocinéticas. En 

función de la dirección del puente sulfonamida, estas modificaciones se dirigen hacia una 

zona u otra de la diana. Se ha realizado una búsqueda bibliográfica de las sulfonamidas 

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

Tras analizar los resultados, se observa un claro desbalance en el número de ligandos 

descritos con una y otra dirección. Basándonos en esto, clasificaremos como “dirección 

clásica” al grupo de sulfonamidas más abundante. Estas son las que presentan sobre el 

anillo A el grupo amino (-NH-), mientras que cuando se encuentre el grupo sulfona (-SO2-) 

hablaremos de “dirección reversa” (Figura 13).  

 
Figura 13. Clasificación de las sulfonamidas dirigidas a las zonas 1-2 en función de las posibles 

direcciones del puente. 

• Sulfonamidas clásicas 
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Existen diferentes combinaciones de anillos sintetizadas y evaluadas que forman parte de 

las denominadas sulfonamidas clásicas. Para su mejor análisis, centraremos su clasificación 

en función del anillo A que presentan. Debido a la gran variedad de líneas celulares 

empleadas a lo largo de las diferentes publicaciones, no es posible comparar sus potencias 

frente a la misma línea celular. En este capítulo se presentan los valores de IC50 en la línea 

que más presente esté respecto al resto de publicaciones consultadas. 

Sulfonamidas clásicas 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 citotóxica. Se han sintetizado y evaluado 

numerosos análogos que mantienen este anillo unido al nitrógeno de la sulfonamida, 

realizando variaciones sobre el anillo B.  

Comenzando por los análogos que presentan un fenilo como anillo B, predominan los que 

mantienen en la posición 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 posición 3, 

punto clave para el metabolismo por glucuronidación.93  

El compuesto sin sustituir III presenta una IC50 frente a HeLa en el rango submicromolar 

(240 nM). Sin embargo, al introducir sobre el nitrógeno de la sulfonamida pequeños 

sustituyentes como metilo (IV), etilo (V) o acetonitrilo (VI) la potencia aumenta ligeramente 

(71, 99 y 143 nM, respectivamente).94 Incluso se han estudiado sustituyentes voluminosos, 

siendo el más efectivo de todos ellos un 4-metoxibencilo (VII).95 Sin embargo, la actividad 

citotóxica se ve perjudicada con esta modificación, aumentando su IC50 a 870 nM frente a la 

línea celular MCF7. 

Sobre el anillo B también se ha mantenido el patrón de sustitución 3,4 de la CA4, pero con 

la sustitución del grupo hidroxilo por una amina primaria. Este cambio mejora la potencia 

en las parejas frente al 4-metoxifenilo como anillo B (III vs VIII, IV vs IX, V vs X, VI vs XI), pero 

aún lejos de los valores dados en dicha publicación 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 posición 4.94 

Sobre el anillo B de fenilo se han introducido también grupos más voluminosos como 2-

oxoimidazolidina.96,97 El mejor compuesto de la serie (XVII) presenta una IC50 frente a MCF7 

de 18 nM. Sobre su estructura, se han estudiado profármacos (XVIII) o sales con el objetivo 

de mejorar sus propiedades farmacocinéticas, resultando desfavorable para su potencia 

citotóxica.98,99  
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Figura 14. Sulfonamidas clásicas más potentes con 3,4,5-trimetoxifenilo como anillo A y un único anillo 

como anillo B. 

Otra estrategia descrita es la ampliación del anillo B a sistemas policíclicos. 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 

análogos muy interesantes. A-293620 (XIX) y su profármaco A-318315 (XX) han sido 

evaluados demostrando efectividad in vivo y evitando las resistencias mediadas por MDR.100 

La introducción de un anillo indólico permite realizar nuevas modificaciones sobre el anillo 

B, habiéndose estudiado únicamente las modificaciones sobre su posición 3. La introducción 

de grupos polares podría mejorar las propiedades farmacocinéticas desfavorables que 

aporta la combinación indol-trimetoxifenilo. Aunque los análogos estudiados (XXI-XXIII) 

bajan su potencia al modificar la posición 3 (IC50 frente a HeLa 41 y 12 nM, respectivamente), 

esta se mantiene en valores aceptables.101 Tomando como punto de partida el 4-

metoxifenilo, encontramos la ampliación del anillo B usando un 7-metoxibenzimidazol4-il 

(XXIV) el cual pierde por completo su actividad citotóxica.102  

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

volumen que acepta el bolsillo del anillo B.103 

  
Figura 15. Sulfonamidas clásicas con 3,4,5-trimetoxifenilo como anillo A y un anillo aromático 

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 híbridos que 

presentan la capacidad dual de inhibir tanto la polimerización de la tubulina como la acción 

de la histona demetilasa específica de lisinas (LSD1). Esto se ha conseguido gracias a 

introducir sobre el puente sulfonamida cadenas alquílicas 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 híbridos. Sin embargo, 

sus valores de IC50 se encuentran en el rango submicromolar, muy superior a los ligandos 

comentados anteriormente.104,105 
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Figura 16. Ligandos híbridos (inhibidores duales de la polimerización de la tubulina y LSD1) con 

estructura de sulfonamidas clásicas. 

Sulfonamidas clásicas que modifican el anillo A. 

Pese a que el anillo de 3,4,5-trimetoxifenilo siempre se ha considerado esencial para la 

actividad citotóxica, se han estudiado alternativas debido a que es un anillo que aporta una 

fuerte carga hidrofóbica a la molécula. La sustitución 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 introducción de una metilamina sobre la posición meta dio lugar 

a compuestos activos (Figura 17). Estos mantienen o pierden ligeramente potencia, como 

se observa en la comparación de las parejas III vs XXX (240 nM vs 411 nM) y IV vs XXXI 

(71 nM vs 71 nM).106 

La eliminación o el cambio de posición de los metoxilos sobre el anillo A da lugar a pérdidas 

considerables en la potencia citotóxica, siendo los compuestos más potentes del rango 

submicromolar. Un cambio más favorable fue la introducción de un 4-bromo-2,5-

dimetoxifenilo, el cual mejoraba incluso los valores de sus análogos con el 3,4,5-

trimetoxifenilo (III vs XXXII, IV vs XXXIII y VI vs XXXIV) a valores de IC50 en torno a 40 nM 

frente a la línea celular HeLa.107 

Si nos centramos en los compuestos que presentan un N-metil-1H-indol como anillo B, se 

probaron diferentes patrones de sustitución de los metoxilos, resultando siempre 

desfavorables frente al compuesto XXII que mantenía el anillo de 3,4,5-trimetoxifenilo.101  

En el caso de los análogos que presentan un anillo de carbazol como anillo B y como anillo A 

un anillo de 3,5-dimetoxifenilo, la potencia se reduce considerablemente en comparación 

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 

metoxilación en 2,4; 2,5 y 2,4,6 o tras la introducción de átomos de cloro en sustitución de 

alguno de estos metoxilos.103 
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Figura 17. Sulfonamidas clásicas con modificaciones sobre el anillo A. 

Por tanto, en el caso de las sulfonamidas clásicas existen múltiples modificaciones sobre el 

anillo de 3,4,5-trimetoxifenilo que dan lugar a compuestos con actividad citotóxica. No 

obstante, en muchas de las familias es más favorable cuando este anillo se mantiene, dando 

lugar a antimitóticos de mayor potencia. 

• Sulfonamidas reversas 

Respecto al grupo de sulfonamidas con dirección reversa, el número 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 sustitución del puente olefínico de la CA4 por un grupo sulfonamida con la sulfona sobre 

el anillo de trimetoxifenilo ha sido sintetizada y evaluada (XXXVII). Frente a las líneas 

tumorales HeLa (cervix) y MCF7 (mama) esta sulfonamida reversa ha dado valores de IC50 

en el rango submicromolar (150 nM).108 Esto demuestra que la sustitución del puente 

olefínico por una sulfonamida reversa es una alternativa posible, dando lugar a ligandos con 

actividad citotóxica. 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 citotóxicos.109  
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Con esta característica únicamente se ha encontrado publicado un compuesto, el cual 

presenta como anillo B un benzimidazol metoxilado (XXXVIII). El cambio de dirección del 

puente sulfonamida parece mejorar la actividad citotóxica, pues su análogo con dirección 

clásica XXIV no mostraba actividad.102 

 
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.  

Sí 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 y, por tanto, ejercen su acción frente a otra diana 

terapéutica (enzima topoisomerasa).110,111 

Si nos centramos en las modificaciones realizadas sobre el anillo A, encontramos que el 

ligando más destacado es T138067 (XXXIX), un ligando que presenta un pentafluorofenilo 

como anillo A (Figura 19). T138067 ha alcanzado ensayos clínicos en fase II/III y ha 

demostrado actividad in vivo frente a tumores resistentes por sobreexpresión de MDR.87,112 

Su derivado T900607 (XL), con la introducción de un grupo urea en la posición 3 del anillo A, 

también ha alcanzado ensayos clínicos en fase II.87 
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Figura 19. Sulfonamidas reversas con modificaciones sobre el anillo A. 

Varios derivados con carbazol como anillo B han sido sintetizados con la dirección reversa. 

Pese a no evaluarse manteniendo el anillo de 3,4,5-trimetoxifenilo como anillo A, análogos 

con los metoxilos en otras posiciones sí que se ensayaron. Nuevamente, el patrón de 

sustitución 2,5 se muestra dentro de los más potentes (XLII), aunque con esta dirección su 

potencia cae hasta valores cercanos a la unidad micromolar. El uso de otros patrones de 

sustitución en esta familia resulta en la pérdida de potencia citotóxica, siendo siempre 

menos favorable en comparación con el anillo de 3,4,5-trimetoxifenilo como anillo A.103 

Cuando se trata de compuestos que modifican el anillo A parece que el cambio de dirección 

es contraproducente para la actividad citotóxica. Sin embargo, esta nueva disposición podría 

ser de especial interés, puesto que es la que presentan T138067 y T900607, los cuales han 

alcanzado ensayos clínicos en fases II y III. Además, en la única pareja que conserva el anillo 

de 3,4,5-trimetoxifenilo (XXIV vs XXXVIII), la potencia es mayor con la dirección reversa, lo 

que sugiere que esta disposición puede ser más favorable. 

Los análisis de la relación estructura-actividad (REA) de los compuestos obtenidos hasta el 

momento con una dirección clásica indican que la potencia citotóxica de los análogos mejora 

cuando se introducen pequeños sustituyentes sobre el nitrógeno de la sulfonamida. No 

obstante, estudios computacionales realizados por el grupo revelan que un cambio en la 

dirección del puente sulfonamida hace que los sustituyentes se orienten hacia un bolsillo 

más amplio en el lugar de acción. Esto permitiría poder explorar modificaciones de mayor 

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

La interesante actividad demostrada por las sulfonamidas clásicas anteriores, unidas a la 

escasez de ensayos que estudien este cambio en la dirección del puente, hacen de este 

grupo de sulfonamidas del 3,4,5-trimetoxibenceno una interesante familia de compuestos 

a explorar. 
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2.1 DISEÑO 

La tubulina es una diana contrastada en la búsqueda de nuevos tratamientos contra el 

cáncer, ya sea para su empleo en monoterapia o en combinación con otros tratamientos.32 

El grupo de investigación en el que se ha desarrollado este trabajo de Tesis Doctoral está 

especializado en el diseño, la síntesis y la evaluación de nuevos agentes antimitóticos que 

ejercen su acción a través del sitio de la colchicina, afectando a la dinámica de los 

microtúbulos.  

Los ligandos del dominio de la colchicina son habitualmente moléculas más pequeñas en 

comparación con los tratamientos antimitóticos empleados en la actualidad, como 

paclitaxel o vincristina. Esto genera que sus ligandos sean más accesibles sintéticamente y 

presenten perfiles farmacocinéticos más favorables. A ello se suma una menor sensibilidad 

a las resistencias mediadas por MDR y la posibilidad de ejercer un efecto disruptor de los 

vasos sanguíneos inmaduros que irrigan los tumores. 

El dominio de la colchicina se encuentra dividido en tres zonas. A la hora de diseñar los 

ligandos de unión, se puede optar por dirigir el diseño hacia las zonas 1-2 o hacia las zonas 

2-3. Hay muy pocos ligandos que interactúan 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 citotóxica. 

Se ha observado que los ligandos de las zonas 1-2 suelen presentar mayor actividad 

antiproliferativa. Por ello, en este trabajo se diseñan 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 

aromáticos no coplanares, que requieren una disposición cisoide para su interacción con la 

diana. El modelo estructural empleado como referencia es la CA4. Se considera un buen 

prototipo al presentar una elevada potencia citotóxica con un tamaño bastante reducido. 

Sin embargo, la inestabilidad configuracional de su puente olefínico o la presencia de un 

grupo hidroxilo susceptible de glucuronidación son algunas desventajas que le han 

impedido avanzar en clínica como tratamiento antitumoral. 

A continuación, se detallan las modificaciones seleccionadas para cada región de la CA4, 

considerando los antecedentes previamente mencionados. 
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2.1.1 PUENTE: SULFONAMIDA REVERSA 

La geometría de las zonas 1-2 requiere que los anillos se dispongan en una disposición 

similar a los de la CA4. Las sulfonamidas adoptan preferentemente esta conformación en 

disolución.50,101,107 Por ello, se selecciona un grupo sulfonamida como puente que conecte 

los dos anillos aromáticos de las zonas 1 y 2. De este modo se evita el inconveniente de que 

el puente olefínico de la CA4 isomerice de su forma cis a trans, lo que provoca la pérdida de 

actividad y, al mismo tiempo, mejora sus propiedades farmacocinéticas al aumentar su 

polaridad. 

Cuando el grupo sulfona de la sulfonamida está unido al anillo B, el nitrógeno de ésta se 

orienta hacia un bolsillo de la diana pequeño e hidrofóbico. La potencia de estas 

sulfonamidas clásicas se incrementa cuando el nitrógeno se sustituye con grupos alquílicos 

pequeños como metilos o etilos.94 En sulfonatos, los compuestos con el grupo sulfona unido 

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

 
Figura 20. Sulfonatos análogos de CA4 con ambas direcciones del puente y sus IC50. 

Este trabajo de Tesis Doctoral busca evaluar el efecto del cambio de dirección del puente 

sulfonamida en sulfonamidas antimitóticas con un anillo A de 3,4,5-

trimetoxibencenosulfonilo. Presumiblemente, el nitrógeno de la sulfonamida se dirigirá en 

estos derivados hacia una zona diferente del espacio interfacial de los dímeros de tubulina. 

Este nitrógeno se puede utilizar para introducir sustituyentes que modifiquen las 

propiedades farmacocinéticas y la interacción con la diana. Estudios computacionales 

realizados por el grupo de investigación 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 citotóxica. Aunque existen modificaciones 

que mantienen la actividad citotóxica, están menos extendidas.114 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 más variaciones de estructura diversa como combretastatinas115, 

isocombretastatinas116, fenstatinas61 o sulfonamidas clásicas94,101. 

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). 

 
Figura 21. Estructuras tomadas como referencia y modificaciones planteadas como anillo B. 
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Para la familia con anillos B fenílicos se han seleccionado sustituyentes que conducen a 

compuestos activos en otros tipos estructurales. Una de las más frecuentes es un metoxilo 

en 4, acompañado o no de grupos hidroxilo o amino en 3, que suelen incrementar la 

potencia.  También se explorarán grupos amino en lugar del metoxilo, ya que se ha visto que 

conducen a derivados potentes con propiedades favorables.94  

Los sistemas benzofusionados como naftalenos, alquilindoles e incluso carbazoles también 

se encuentran descritos como anillos B en inhibidores de tubulina potentes,117,118 por lo que 

se utilizarán como anillos B en las nuevas bencenosulfonamidas.119 Debido a la alta 

hidrofobicidad de estos sistemas benzofusionados se plantea la introducción de grupos 

polares, que también se espera que puedan modificar la interacción con la diana.33,120 

2.2 PLANTEAMIENTO SINTÉTICO 

Existen diferentes posibilidades de abordar la síntesis de sulfonamidas. Una de las más 

empleadas debido a su eficacia es la reacción de cloruros de sulfonilo con aminas. En este 

caso se hace reaccionar cloruro de 3,4,5-trimetoxibencenosulfonilo (anillo A) con las 

correspondientes aminas aromáticas (anillo B). Los nitrógenos de las sulfonamidas tienen 

carácter ácido y pueden alquilarse en medio básico introduciendo nuevas modificaciones 

(Esquema 1).  

 
Esquema 1. Análisis retrosintético de las N-aril-3,4,5-trimetoxibencenosulfonamidas. 

El cloruro de 3,4,5-trimetoxibencenosulfonilo es comercial pero muy caro, lo que podría 

explicar el bajo número de 3,4,5-trimetoxibencenosulfonamidas descritas. Al tratarse de un 

material de partida común para todas las familias se requerirían grandes cantidades , por lo 

que se decidió sintetizarlo. Entre las síntesis descritas se seleccionó la síntesis a partir de la 

3,4,5-trimetoxianilina por diazotación, sustitución nucleofílica aromática con xantogenato 

de etilo121 y saponificación del xantato para obtener el tiofenol122 que por cloración oxidativa 

da el cloruro de sulfonilo.123 Otra alternativa a la hora de introducir el cloruro de sulfonilo a 

partir de la sal de diazonio es el uso de dióxido de azufre (SO2) gas y CuCl, pero el 

rendimiento es bajo y requiere el manejo de dióxido de azufre, el cual es tóxico. Por último, 



2. Planteamiento y objetivos 

 

43 

el cloruro de 3,4,5-trimetoxibencenosulfonilo puede obtenerse por sulfonación o 

clorosulfonación de 3,4,5-trimetoxibenceno. No obstante, esta ruta sintética da lugar 

principalmente al otro regioderivado (Esquema 2A).124 

 

Esquema 2. Planteamiento sintético de los materiales de partida. A) cloruro de 3,4,5-
trimetoxibencenosulfonilo. B) 2-naftilaminas.  

Las anilinas necesarias para la reacción con el cloruro de sulfonilo son comerciales. La 2-

naftilamina también es muy cara, por lo que se prefirió sintetizarla.  Se plantea por ello su 

obtención en el laboratorio a partir del 2-naftol (Esquema 2B1) o por desulfuración del ácido 

2-aminonaftalen-1-sulfónico. Además, está descrito que la nitración del ácido 2-

aminonaftalen-1-sulfónico tiene lugar en el anillo sin sustituir, lo que permitiría incorporar 

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

Para la obtención de las aminas indólicas se parte 5-nitro-1H-indol,  tras la alquilación del 

nitrógeno indólico y reducción. Las modificaciones en la posición 3 se pueden realizar 

mediante reacciones de sustitución electrofílica aromática previas a la reducción, o una vez 

formada la sulfonamida (Esquema 3). 

2.3 EVALUACIÓN BIOLÓGICA 

Los compuestos sintetizados en este trabajo han sido diseñados para unirse al sitio de la 

colchicina en tubulina. Por ello, se espera que tengan un efecto desestabilizador de los 

microtúbulos que lleva en última instancia a la muerte celular. De cara a la evaluación 

biológica de los compuestos finales, se plantea una serie de ensayos frente a líneas 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 

citotóxico, se realiza en primer lugar un cribado a una dosis elevada (1 µM). Los compuestos 

que superan este cribado se evalúan frente a una amplia variedad de líneas celulares 

tumorales humanas calculando su IC50 (concentración a la que el compuesto inhibe al 50 % 

la proliferación celular). El análisis de una gran diversidad de tejidos puede proporcionar 

información sobre variaciones en la sensibilidad al tratamiento. Se incluyen además en estos 

ensayos líneas celulares resistentes a los tratamientos antimitóticos convencionales como 

los taxanos. Todos los datos obtenidos de estos estudios nos permiten obtener información 

acerca de la relación estructura-actividad. 

Adicionalmente, se plantea la realización de ensayos de mecanismo de acción para los 

compuestos más potentes. Para ello se plantea estudiar su efecto sobre el ciclo celular por 
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citometría de flujo, sobre los microtúbulos de las células por microscopía confocal y la 

inducción de apoptosis, estudiando la translocación de fosfatidilserina y la activación 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 diseñadas para unirse al sitio de la colchicina en tubulina. Estos 

nuevos ligandos objetivo tienen como denominador común un puente sulfonamida que 

presente el grupo sulfona sobre un anillo de 3,4,5-trimetoxifenilo. Los objetivos específicos 

se enumeran a continuación. 

Por un lado, los objetivos específicos correspondientes a la síntesis de los compuestos 

planteados: 

• Desarrollar y optimizar la metodología sintética para la obtención del cloruro de 

3,4,5-trimetoxibencenosulfonilo. 

• Sintetizar y purificar una nueva serie de N-(fenil)-3,4,5-trimetoxibenceno 

sulfonamidas en cantidad adecuada para su posterior caracterización y evaluación. 

• Sintetizar y purificar nuevas N-(naftalen-2-il)-3,4,5-trimetoxi bencenosulfonamidas 

en cantidad suficiente para su caracterización y evaluación posterior. 

• 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 caracterización y 

evaluación. 

En segundo lugar, se presentan los objetivos específicos que hacen referencia a la evaluación 

de los nuevos ligandos sintetizados: 

• Evaluar la actividad antiproliferativa in vitro de las nuevas sulfonamidas frente a 

diversas líneas celulares tumorales y no tumorales humanas. 

• Analizar la relación estructura-actividad de las nuevas familias de sulfonamidas 

evaluadas. 

• Estudiar el posible mecanismo de acción antimitótico 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 µM) 

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 (IC50 = 0.131 – 0.313 µM). 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 (IC50 from 1.831 µM to 0.544 µM). As in the 

previous family, the potency increases after sulfonamide methylation (IC50 = 

0.060 µM). Additionally, a slight improvement is observed when a cyanomethyl 

group is introduced on this nitrogen (IC50 = 0.388 µM), 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 (IC50 

= 0.050 and 0.022 µM) compared to the unsubstituted sulfonamides. Polar groups 

at the indole 3’ position increase cytotoxic potency to the nanomolar range (IC50 = 

0.018 – 0.102 µM). Bridge reversal results in similar antiproliferative potency as the 
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classical sulfonamides and modifies the observed structure-activity relationships of 

indole 3 substituents with respect to other structural families. 

6. 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. 

7. 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 G2/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. 

8. 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. 

9. 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. 

10. 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. 

11. 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. 

12. 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 IC50 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 (IC50 = 0.011 µM) and is only 

slightly affected in the MDA-MB468-paclitaxel resistant (PR) cell line, with the IC50 

increasing from 0.017 µM to 0.033 µM.
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