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DISENO DE COMPUESTOS ANTICANCER
MULTIDIANA

EL CANCER Y LAS CELULAS CANCEROSAS

El céncer es la segunda causa de muerte en los paises
desarrollados. Las estadisticas apuntan a que, en los
préximos 20 afios, el numero de casos mundiales de can-
cer aumentara mas de un 50% y las muertes provocadas
por esta enfermedad se incrementaran mas del 60% res-
pecto a las cifras actuales [1].

El cancer aparece cuando un grupo de células de un
determinado tejido comienzan a dividirse de forma des-
controlada, adquieren la capacidad para migrar y se di-
seminan por todo el organismo [2]. Desde el punto de
vista médico, el cancer engloba mas de un centenar de
enfermedades distintas, puesto que los sintomas y pro-
blemas que provoca en el enfermo son muy diferentes
segun el érgano en el que se haya producido el tumor
[3]. Sin embargo, se ha comprobado que las células can-
cerosas presentan unas caracteristicas que son comunes
a todas ellas con independencia del tejido en el que se
encuentren. Estas caracteristicas fueron descritas
por Hanahan y Weinberg en el afio 2011 [4] (Figura 1) y
son diez:

1. Proliferacion ilimitada: es la caracteristica mas aso-
ciada a las células cancerosas. Los tejidos normales
controlan cuidadosamente la produccion y libera-
cion de sefiales promotoras del crecimiento que in-
cluyen aquellas que controlan el ritmo del ciclo
division celular, asegurando asi el mantenimiento
de la arquitectura y la funcion del tejido sano. Por
otro lado, las células cancerosas sobreproducen es-
tas sefiales lo que conduce a una proliferacion y
crecimiento celular descontrolado que conlleva la
invasidn de otros tejidos y organos.

2. Evasion del sistema inmunologico: las células can-
cerosas producen niveles anormalmente elevados
de una serie de proteinas de membrana, como PD-
L1 y CD47 que les permite detener el ataque del
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Figura 1. Caracteristicas comunes a todas las células cance-
rosas.

sistema inmune, evitando asi la erradicacion del
tumor [5].

3. Evasion de la apoptosis o muerte celular programa-
da: la muerte celular programada constituye un me-
canismo regulador del crecimiento y renovacion de
los tejidos. Las células cancerosas adquieren muta-
ciones por las que escapan al control del ciclo celu-
lar y adquieren resistencia al control homeostatico
natural.

4. Induccion de la angiogénesis, es decir, son capaces
de promover la creacion de nuevos vasos sangui-
neos. Esto sucede cuando el tumor sélido alcanza 1
mm3 de volumen debido a que las células que se
encuentran en su interior, no se encuentran bien
irrigadas y sienten déficit de oxigeno y nutrientes
(6].

5. Inmortalidad replicativa, es decir, las células cance-
rosas se vuelven inmortales. Esto se debe a que, en
las células sanas, en cada division celular los telo-
meros se acortan, de manera que llega una genera-
cion de células hijas que carecen de telémeros y su
material genético comienza a degradarse, este es el
proceso que se denomina senescencia. Las células
en senescencia dejan de ser viables y mueren. Las
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células cancerosas son capaces de evadir la senes-
cencia puesto que en cada paso de division celular
los telémeros permanecen intactos y producen mi-
llones de generaciones totalmente viables [7].

. Metabolismo energético descontrolado: las células

tumorales tienden a captar mas eficientemente la
glucosa y a promover la glucolisis de tal manera
que ésta se desacopla del ciclo de Krebs y de la
fosforilacion oxidativa en la mitocondria.

. Evaden las sefiales supresoras del crecimiento: el

crecimiento celular normal estd controlado tanto
por factores que lo promueven como por factores
que lo inhiben o suprimen, de los cuales uno de los
mas importantes es TGF-B (factor de crecimiento
transformante beta). Este factor inhibe la prolifera-
cion, induce la diferenciacion o promueve la apop-
tosis. En las células cancerosas, TGF-B mutado es
incapaz de controlar la célula por eso proliferan,
ademas actua sobre las células circundantes cau-
sando inmunosupresion y estimulando la angiogé-
nesis, permitiendo que los canceres se vuelvan in-
vasivos [3].

. Capacidad para invadir otros 6rganos y metastizar-

se: al contrario que las células sanas, las cancerosas
adquieren la capacidad de migrar de su sitio origi-
nal y de diseminarse a otros 6rganos. Esta capaci-
dad se debe a que las células tumorales se unen
unas a otras de forma diferente a como lo hacen las
células sanas y a que promueven la secrecidon de
unas enzimas, llamadas metaloproteinas, capaces
de degradar la matriz extracelular lo que confiere
una mayor libertad a la célula.

. Inestabilidad gendmica: en las células cancerosas se

pueden producir acumulaciones de copias adiciona-
les de ADN o de cromosomas, translocaciones cro-
mosomicas, inversiones cromosomicas, deleciones
cromosomicas, roturas de ADN, la intercalacion de
sustancias extrafias en la doble hélice del ADN.
Todo ello conduce a alteraciones en la estructura, la
composicion y el nuimero de cromosomas y a la
expresidn incorrecta de algunos genes que da lugar
a células aberrantes.

Induccion de la inflamacion: el microambiente tu-
moral a menudo esta infiltrado por células del sis-
tema inmune innatas y adaptativas como granulo-
citos y macrofagos. Estas células son atraidas hacia
el tumor cuando éste todavia estd comenzando a
formarse y liberan una serie de citocinas que esti-
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mulan la formaciéon de nuevos vasos sanguineos y
la formacion del estroma tumoral. De esta manera,
la inflamacién ayuda no sélo al mantenimiento del
tumor sino a su desarrollo [3].

DIANAS TERAPEUTICAS ANTICANCER

En todos los procesos acabados de describir y que son
comunes a las células cancerosas, estdn implicadas mul-
titud de biomoléculas, enzimas, factores de crecimiento,
proteinas de sefializacion, etc., que se han convertido en
potenciales dianas bioldgicas para el desarrollo de nue-
vos agentes anticancer [8].

Entre estas dianas biologicas, se encuentran las si-
guientes:

1. La tubulina: es una proteina estructural que forma
parte del citoesqueleto de la célula y que, cuando
polimeriza, forma el huso mitdtico necesario en la
division celular. El huso mitotico atrapa a los cro-
mosomas hijos y los arrastra hacia los dos extremos
de la célula lo que permite la division fisica de la
célula madre en dos células hijas. Cuando el huso
mitdtico arrastra los cromosomas hacia los dos po-
los puestos de la célula madre se produce en reali-
dad lo que tiene lugar es la ruptura del huso por
despolimerizacion de la tubulina.

La tubulina como proteina estructural se en-
cuentra en forma de dimero formado por dos subu-
nidades, una isoforma o y una isoforma 3 de la
tubulina (Figura 2). El dimero lleva asociada siem-
pre una molécula de GTP. El proceso de polimeriza-
cion de los dimeros de tubulina es un proceso dina-
mico en el que los dimeros se van uniendo,
mediante hidrolisis del GTP a GDP y forman una
estructura cilindrica hueca que recibe el nombre de
microtubulo. La posterior union de los microtubulos
genera el conocido huso mitdtico [9].

A los compuestos que son capaces de interaccio-
nar con tubulina e influir en el equilibrio de poli-

La polimerizacion de los dimeros de tubulina conduce a la
formacion de protofilamentos que conforman el huso mitético

Citoesqueleto

Microtabulos

Figura 2. Estructura de la tubulina.
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(Taxus brevifolia) Figura 4. VEGF y VEGFR-2 en la angiogénesis tumoral.

3. El factor de crecimiento del endotelio vascular,
VEGF y su receptor asociado (VEGFR-2). El VEGF
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Figura 3. Productos naturales antimitdticos.

merizacion, paralizando asi la mitosis, se les da el
nombre de compuestos antimitoticos [8] (Figura 3).
En la naturaleza existen muchos productos natura-
les con actividad antimitdtica y éstos se clasifican
en dos grandes grupos:

- Agentes estabilizantes: son aquellos que se unen
a la tubulina impidiendo que microtubulo des-
polimerice. Entre otros destaca el taxol, que es
uno de los compuestos mas usadas en la quimio-
terapia.

- Agentes desestabilizantes: son aquellos que se
unen al dimero de tubulina impidiendo su poli-
merizacion. Entre estos podemos destacar la
combretastina A4 y la colchicina [8].

. La telomerasa: enzima relacionada con la inmorta-
lidad replicativa o su gen asociado hTERT. Esta en-
zima se expresa en las células cancerosas pero no
en las sanas. Se trata de una riboproteina con acti-
vidad retrotranscriptasa. La parte de acido ribonu-
cleico de la telomerasa se coordina con las bases
nitrogenadas de los telémeros, actuando como ce-
bador mientras que la parte proteica de la misma
actia como una polimerasa, incorporando nucled-
tidos al extremo del telémero, provocando su elon-
gacion. Algunos estudios han demostrado que la
telomerasa sélo se muestra activa cuando se expre-
sa el gen que codifica la parte proteica de la misma,
llamado hTERT [7] de ahi que, éste oncogen se haya

mor crece rapidamente en todas las direcciones del
espacio, adquiere forma esférica, de manera que, las
células que quedan en el interior de la esfera tumo-
ral, no estdn bien irrigadas y tienen dificultad para
conseguir oxigeno y nutrientes. En ese momento, se
activa la produccion de VEGF, que se secreta al ex-
terior celular y éste cuando se une al VEGFR-2, un
receptor de membrana localizado en las células en-
doteliales que forman parte de la pared de los vasos
sanguineos activa la proliferacion de dichas células
y su diferenciacion para formar nuevos capilares
sanguineos dirigidos hacia el tumor (Figura 4). De
esta manera, las células cancerosas se aseguran el
aporte de oxigeno y nutrientes necesarios para cre-
cer [6].

. PD-L1 es una nueva diana bioldgica que estd impli-

cada en la capacidad de las células cancerosas para
evadir el sistema inmunoldgico. Se trata de una
proteina de membrana que es el ligando endégeno
de un receptor presente en las células defensivas,
como son las células T. Cuando PD-L1 se une a su
receptor PD-1, desactiva a la célula defensiva impi-
diendo su ataque (Figura 5). Las células tumorales
activan la producciéon de PD-L1 de tal manera, que
la interaccidn con las células defensivas conlleva
no sdlo la desactivacion de las mismas, sino que
también puede provocar su muerte [10].

receptor

receptor antigeno

antigeno

CELULA-T
ACTIVA

CELULA

TUMORAL TUMORAL

PD-L1 PD-L1

convertido en una diana bioldgica interesante para Figura 5. Esquema del papel de PD-L1 en el bloqueo del sis-

tema inmunoldgico.

el desarrollo de agentes anticancer [8].
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5. La proteina c-Myc, que esta implicada en la capaci-
dad de las células cancerosas para evadir la apop-
tosis y, ademas, como factor de transcripcion, se ha
demostrado que promueve la sobreproduccion de
VEGF [11], la activacion del gen h-TERT [12], im-
prescindible para que la telomerasa sea activa e in-
duce la sintesis de PD-L1 [13]. Muchas veces se
presenta a c-Myc como un regulador maestro no
solo de la proliferacidn sino también del metabolis-
mo celular. Esto se debe a que el oncogén c-Myc es
capaz de promover la proliferacion celular a la vez
que controla los cambios metabolicos que ocurren
en las células cancerosas y que son necesarios por
la mayor demanda de acidos nucleicos, proteinas y
lipidos asociada a esa proliferacion estimulada [14].

El hecho de que en el cdncer estdn implicadas una
gran variedad de genes y proteinas, ha permitido que en
los ultimos afios se haya iniciado una nueva estrategia
terapéutica consistente en desarrollar una unica entidad
quimica o molécula que sea capaz de actuar sobre diver-
sas dianas anticancer de manera simultanea. [15] Esta
estrategia novedosa podria mejorar la eficacia del far-
maco, ademas de reducir la resistencia a la quimiotera-
pia [16].

En el siguiente apartado se van a describir las etapas
que suponen el inicio del descubrimiento de un nuevo
agente anticancer multidiana, asi como las herramientas
de que disponen los investigadores para afrontar este
tipo de proyecto. Antes de seguir adelante conviene
aclarar que, en general, las etapas que se van a describir
forman parte de lo que se considera investigacion basica
y que, a modo de ejemplo, se hace uso de un estudio
reciente que permitié desarrollar nuevos derivados de
colchicina con potencial aplicacion anticancer [17].

DESCUBRIMIENTO DE NUEVOS AGENTES
ANTICANCER MULTIDIANA

La eleccidn de la enfermedad para la cual desarrollar un
nuevo farmaco, asi como las dianas terapéuticas sobre
las que incidir y la elecciéon de un compuesto lider como
modelo estructural inicial, son los primeros pasos a tener
en cuenta. Una estrategia de la que disponen los inves-
tigadores para el desarrollo de nuevos agentes antican-
cer, es la de escoger como compuesto lider, algun pro-
ducto natural con actividad citotoxica, como la
colchicina. La colchicina es un compuesto antimitotico
muy potente pero su margen de seguridad terapéutica es
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muy estrecho por lo que no puede usarse como farmaco
antitumoral. Estudios previos habian demostrado que la
colchicina, ademas de unirse a tubulina, es capaz de in-
hibir la expresion de los oncogenes que promueven la
produccion de las proteinas VEGF, hTERT y c-MYC que
son de suma importancia en el proceso de generacion de
cancer. De ahi que las dianas terapéuticas escogidas en
este caso sean precisamente las acabadas de nombrar y
el objetivo era encontrar moléculas que presentaran un
margen terapéutico util [18].

A continuacion, se efectian modificaciones estructu-
rales del compuesto lider y mediante estudios de docking
se puede comprobar, in silico, si éstas afectaran o no a
la interaccion con la diana original del lider [19]. En el
caso que nos ocupa, se disefiaron una serie de compues-
tos en los que el residuo de N-acetilo de la colchicina se
reemplaza por grupos N-haloacetilo, N-ciclohexilacetilo,
N-fenilacetilo y N-aroilo. Mediante estudios docking, se
pudo comprobar que estos derivados siguen siendo ca-
paces de unirse a la tubulina en el mismo sitio de union
de la colchicina y en una conformacién similar al pro-
ducto natural, por lo que se preveia que los derivados
mantendrian la actividad antimitética del producto na-
tural [20].

Una secuencia sintética de tres pasos permite obtener
de forma eficiente los compuestos mostrados en la Figu-
ra 6 donde entre paréntesis aparecen los rendimientos
quimicos de su obtencidn.

Una vez sintetizados los compuestos comienza la
evaluacién biologica de los mismos. En primer lugar, se
evalua su capacidad para inhibir la proliferacion celular
y, posteriormente, se efectian los ensayos encaminados
a determinar su interaccion con las dianas biologicas
escogidas [18].

Inhibicion de la proliferacion celular

En la evaluacion de compuestos como potenciales agen-
tes anticancer, el primer estudio que se efectua es el de
su capacidad para inhibir la proliferaciéon de células tu-
morales. Mediante ensayo MTT se establece el valor de
ICs, que es la concentracion del compuesto que permite
reducir el crecimiento celular a la mitad respecto a una
poblacidn de células sin tratar. Ademas, puede estudiar-
se también la capacidad para inhibir la proliferacion de
células no cancerosas. La relacion entre el IC,, de un
compuesto para una linea no cancerosa y el IC,, de ese
compuesto en una linea tumoral, se denomina indice de
selectividad. Un indice de selectividad elevado permite
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Figura 6. Esquema de la sintesis de los derivados de colchicina.

ensayar la actividad del compuesto frente a las dianas a
dosis para las cuales su toxicidad en células sanas es
minima. En la tabla I se indica el IC,, y los indices de
selectividad de algunos de los compuestos sintetizados
en lineas de células humanas, dos tumorales, adenocar-
cinoma de colon (HT-29) y adenocarcinoma de pulmdn
(A-549) y una no cancerosa, células embrionarias de ri-
non (HEK-293). Los compuestos 10, 12, 14 y 15 presen-
tan indices de selectividad mayores de 1, muy superiores
a la del compuestos lider.

Estudio de la interaccion con tubulina

Estudio de la inhibicion de la polimerizacion de
tubulina

Para determinar si un compuesto es capaz de interferir
en el proceso de polimerizacidn de tubulina que condu-

Tabla 1. Valores de IC,, (nM) e indices de selectividad.

COMPUESTO

o

MeO

"'“ [
MeO H R

MeO O

o
OMe
)

(s]
N OH

DCC, DMAP

10 R= 2-CICgH, (51%)
11 R= 3-CICgH, (55%)
12 R= 4-CICgH, (53%)
13 R= 2-BrCgH, (49%)
14 R= 3-BrCgH, (51%)
15 R= 4-BrCgH, (58%)

ce a la formacién de huso mitotico, se efectia un ensayo
de turbidimetria. La tubulina dimérica es soluble en
agua, pero cuando su solubilidad va disminuyendo a
medida que polimeriza, lo que genera en el seno de la
reaccidon una turbidez. Mediante un espectrometro se
puede medir la turbidez de la disolucién en funcion del
tiempo, lo que genera cinéticas similares a la de la mos-
tradas en la Figura 7A. La fase de nucleacion supone el
inicio de la reaccién de polimerizacion y, por tanto, la
aparicion de una leve turbidez en la mezcla de reaccion.
La fase de elongacion se da a medida que el equilibrio se
desplaza a la derecha dando lugar a protofilamentos y
microtubulos y, finalmente, la fase de meseta se estable-
ce una vez la reaccién alcanza el equilibrio, en el que el
tamafio del microtubulo es constante en el tiempo. En

esta fase la turbidez se mantiene constante.

HEK-293

Colchicina 50 + 3 12,2 + 0,7 5+ 1 0,1

10 (o-cloro) 9,0 + 2,2 8,8 + 1,2 16,1 + 0,6 1,8 1,8
11 (m-cloro) 4,2 + 1,2 1,27 + 0,4 1,6 £ 0,4 0,4 1,3

12 (p-cloro) 32,7 + 2,1 36+ 6 58 + 11 1,8 1,6
13 (0-bromo) 2,3+ 0,4 13+3 5,93 + 0,06 2,6 0,5
14 (m-bromo) 1,8 + 0,3 3,1+ 1,1 3,0 + 0,3 1,7 1,0
15 (p-bromo) 1,79 +0.15 6,6 + 1,0 10,1 + 2,4 5,6

aSI, = IC,,(HEK-293)/IC,,(HT-29); 'S, = IC,,(HEK-293)/IC.,(A-549)
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Figura 7. (A) Etapas del proceso de polimerizacion de la tubulina. (B) Cinéticas de la polimerizacion de tubulina en presencia de los

derivados de colchicina.

La colchicina (CLC en la Figura 7B) actua uniéndose
a la tubulina dimérica e impidiendo su polimerizacion
por lo que genera cinéticas de polimerizacion totalmen-
te horizontales sobre el eje de las abscisas puesto que la
turbidez nunca llega a generarse. En la grafica 6B, se
muestran las cinéticas de polimerizacion de los diferen-
tes derivados de colchicina. Como se observa todos los
derivados se comportan de manera similar a la colchici-
na inhibiendo la polimerizacién de la tubulina excepto
el compuesto 5, probablemente debido al efecto estérico
del grupo t-butilo que presenta en su estructura que di-
ficulta el acceso de la molécula al centro de unién con
la diana.

Estudio del efecto en el ciclo celular

El ciclo celular es el conjunto de etapas que llevan al
desarrollo de la célula y, finalmente, a su division (Figu-
ra 8). Las fases que engloban el ciclo celular son las si-
guientes:

- Fase G,: es aquella en la que la célula ya madura se
encuentra latente ejerciendo su funcion segun el
tejido del que forme parte.

- Fase G,: la célula se prepara para la division, dupli-
ca su tamafo y la cantidad de organulos.

- Fase S: en esta etapa tiene lugar el proceso de repli-
cacion del ADN. Durante esta fase la célula va au-
mentando el niumero de cromosomas (>2n) y fina-
liza cuando se duplica la cantidad de ADN (4n).

- Fase G,: cuando la célula ya ha duplicado el mate-
rial genético (4n), la célula comienza a preparar to-
das las estructuras necesarias la divisién fisica de la
célula madre en dos células hijas.
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- Fase M: en esta etapa se produce la separacion de
los dos juegos de cromosomas y la divisidn del cito-
plasma para generar las dos células hijas indepen-
dientes.

Los compuestos que interaccionan con tubulina inhi-
biendo su polimerizacidn provocan la parada del ciclo
celular en la fase G,/M [21].

La citometria de flujo es una técnica que permite
analizar, una a una, las células de una poblacion deter-
minada que, previamente, ha sido marcada con yoduro
de propidio. El yoduro de propidio es un agente interca-
lante de las bases nitrogenadas que queda anclado en el
ADN de las células y, cuando es excitado por una radia-
cion laser azul (495 nm), emite fluorescencia (617 nm).
La intensidad de la fluorescencia que emite una célula
cuando es irradiada por el laser es directamente propor-
cional a la cantidad de ADN que ésta posee en su inte-
rior. Un histograma es, precisamente, una representacion
grafica del numero de células que contienen una deter-
minada cantidad de ADN. Cuando se trata de células
eucariotas en fase latente, la cantidad de ADN es cons-
tante e igual a 2n, en las células que se encuentran en
fase G,/M, la cantidad de ADN es el doble, puesto que ya
han duplicado su material genético, mientras que en
aquellas se encuentran en fase S, la cantidad de ADN es
mayor que 2n pero menor que 4n (Figura 8) [21].

Los compuestos como la colchicina, después de 24 h
de tratamiento, son capaces de detener el ciclo de las
células en fase G,/M por lo que mas de la mitad de la
poblacion se encuentra en esta fase, cuando lo normal
es que haya un 10-20% de la poblacion total. En el caso
que nos ocupa, todos los derivados de colchicina excep-
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Figura 8. Fases del ciclo celular e histograma.

to el compuesto 5, son capaces de acumular mas del 40
% de la poblacion celular en fase G,/M. Cabe destacar
por su mayor actividad los compuestos 10 (o-cloro), 11
(m-cloro), 14 (m-bromo) y 15 (p-bromo) ya que son ca-
paces acumular mas del 55% de las células en fase G,/M
una concentracién de 20 nM menor incluso que la pro-
pia colchicina, que es de 50 nM.

Este es un ejemplo claro de cdmo una pequefia mo-
dificacidn estructural en el compuesto lider puede servir
para potenciar una actividad bioldgica determinada.

Estudio de la inhibicion de oncogenes

La evaluacion de la capacidad de un compuesto para
inhibir la expresiéon de genes en una célula se efectua
utilizando la técnica denominada PCR o reaccion de po-
limerizacion en cadena. Esta técnica permite amplificar
cualquier fragmento de material genético para lo que es
necesario utilizar los cebadores adecuados. Los cebado-
res son los oligonucleotidos complementarios a los que
se encuentran al inicio del gen que se quiere amplificar.
Son los encargados de “marcar” el gen o el fragmento de
acido nucleico que la polimerasa debe copiar. Para saber
si un compuesto es capaz de impedir o reducir la activa-
cion de un oncogén en la célula tumoral, es necesario
extraer el ARNm de las células tratadas con el compues-
to (Figura 9). De esta manera se puede averiguar, qué
genes estaban activos y se estaban expresando en la cé-
lula. A partir del ARNm obtenido en la extraccion, y
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Figura 9. Ensayo de polimerizacion en cadena.

mediante el uso de una enzima de tipo retrotranscripta-
sa, se sintetiza la hebra de ADN complementaria al
ARNm y estas dos hebras son las que se utilizan en la
amplificacion (PCR). La PCR consiste en tres etapas que
se repiten ciclicamente entre 30 y 35 veces. Las tres eta-
pas que se repiten son las siguientes:

1. Desnaturalizacion de las hebras: tiene lugar entre
94 y 95°C y supone la separacion de las dos hebras
que conforman el material genético a amplificar. En
el caso que nos ocupa, en el primer ciclo, una de las
hebras sera ARNm y la otra el ADNc.

2. Alineacion: tiene lugar entre 55 y 60°C y durante
esta etapa los cebadores se coordinan cada una de
las hebras de material genético a través de sus bases
complementarias.

3. Extensidn: tiene lugar entre 70 y 72°C y en esta
etapa la enzima polimerasa construye, a partir del
cebador, las nuevas hebras de ADN complementa-
rias a las que ya existen.

En el caso de los derivados de colchicina, este proce-
so se efectua utilizando como cebadores los que permi-
ten amplificar los tres oncogenes a estudiar: VEGEF,
hTERT y c-MYC asi como un gen enddgeno, B-ACT, que
codifica a la actina, una proteina estructural necesaria
para la viabilidad celular. Teniendo en cuenta los valores
de amplificacion tanto de los oncogenes como del gen
endogeno, en las células tratadas y en las células sin
tratar (control), se puede determinar el porcentaje de on-
cogén que se expresa en presencia del compuesto res-
pecto al que se expresa en ausencia del mismo (control).
Es decir, se puede determinar si el compuesto es capaz
de reducir la activacion del oncogén en las células tumo-
rales. En la Figura 10 se muestran los porcentajes de
expresion de los genes VEGF, hTERT y c-MYC en las
células de adenocarcinoma de colon después de 48 horas
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Figura 10. Porcentaje de expresion génica.

de tratamiento con los derivados seleccionados de col-
chicina. Hay que destacar que la concentracion a la que
se ensayaron los compuestos fue de 1.5 nM muy por
debajo de la concentracidn a la que la colchicina mues-
tra actividad (40 nM).

DESCUBRIMIENTO DE NUEVOS AGENTES
ANTICANCER MULTIDIANA

Una vez encontrada una o varias estructuras que mejo-
ran y potencian la interaccién con las dianas selecciona-
das respecto a la de la estructura lider, el siguiente paso
l6gico el desarrollo de los estudios in vivo. Los estudios
in vivo mas inmediatos son en animales pequefios, ge-
neralmente ratones, y permiten establecer las dosis leta-
les y la seguridad terapéutica del compuesto. Si los re-
sultados son positivos, se pasa a evaluar su potencial
como agente anticancer en animales. En el caso de ejem-
plo que hemos seguido a lo largo de este articulo, el
compuesto que se seleccionaria para la evaluacion in
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Figura 11. Potencial agente anticdncer multidiana.

vivo seria el compuesto 10 puesto que reune los mejores
valores en cuanto a indices de selectividad, interaccion
con la tubulina (datos de ciclo celular) e inhibicion de la
expresion de los tres oncogenes diana (Figura 11). Para
terminar cabe destacar que todo el trabajo a partir de
este punto supone el esfuerzo y la colaboracidon de gru-
pos de investigacion de disciplinas diferentes como son
la quimica, la biologia y la medicina.
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