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RESUMEN

Las drogas de origen natural que interfieren con la progresion normal de la
mitosis pertenecen actualmente a los compuestos quimioterapéuticos mas
exitosos usados para el tratamiento anti-cancer. Estas drogas clasicas afec-
tan la dindmica de los microtubulos y ocasionan la muerte celular. Sin em-
bargo, estos compuestos presentan limitaciones debido a los efectos adver-
sos, su falta de selectividad y al desarrollo de resistencias. Por consiguiente,
hay un interés particular en erradicar estas limitaciones y las investigaciones
actuales han concentrado esfuerzos en explorar nuevos blancos mitéticos
que pudieran ofrecer opciones terapéuticas adicionales para los pacientes
de céncer. En este trabajo, resumimos los componentes moleculares mitoti-
cos como blanco de estas drogas y las nuevas estrategias para la terapia anti
-cancer: quinesinas (KSP/Eg5, CENP-E) y quinasas mitdticas (Aurora y PIK),
ademas de la abrogacion de puntos de control del ciclo celular durante la
mitosis y la transicion de G2/M que inducen muerte tumoral. Confiamos en
que la “préxima generacion” de drogas antimitdticas sea tan exitosa como
las clasicas, minimizando las limitaciones de estas ultimas.

Palabras clave: Drogas antimitdticas, huso mitético, KSP/Eg5, CENP-E, Auro-
ra quinasas, PIK quinasas y SAC

ABSTRACT

Natural drugs that interfere with the normal progression of mitosis belong to
the most successful chemotherapeutic compounds currently used for anti-
cancer treatment. These drugs affect the dynamics of the microtubules and
cause the cellular death. Nevertheless, these drugs present limitations due to
the adverse effects, the lack of selectivity and the development of resistanc-
es. Consequently, there is a particular interest to eliminate these limitations
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and the current researches have concentrated efforts in exploring novel mitotic targets that could offer therapeu-
tic additional options for the patients of cancer. In this work, we summarize the molecular components of mitotic
targets and the new strategies for anti-cancer therapy: kinesins (KSP/Eg5, CENP - E) and mitotic kinases (Auroras
and PIK) besides cell cycle checkpoint abrogation during mitosis and at the G2/M transition inducing mitosis-
associated tumor cell death. It is expected that this “next generation” of anti-mitotic drugs will be as successful as
the classical anti-microtubule drugs, avoiding some of the limitations of these last.

Keywords: Anti-mitotic drugs, mitotic spindle, KSP/Eg5, CENP-E, Kinases Aurora, PIK y SAC

INTRODUCCION

Muchas drogas anti-cancer provenientes de productos
naturales que son usadas hoy en la clinica incluyen
agentes que afectan el ciclo celular inhibiendo el esta-
do de hiperproliferacion de las células tumorales y
como consecuencia la induccion de apoptosis que es
el resultado esperado de la quimioterapia (Lee y Sch-
mitt, 2003). Sobre la base de su modo de accién estas
drogas se subdividen en grupos diferentes: (i) drogas
que interfieren con la sintesis de ADN, (ii) drogas que
inducen dafio al ADN vy (iii) drogas que inhiben la fun-
cién del huso mitético. Estas dltimas han demostrado
gue son excepcionalmente exitosas en la clinica y se
representan por drogas que afectan los microtibulos
llamadas cldsicamente drogas antimitdticas (Schmidty
Bastians, 2007). Dichas drogas que incluyen a los taxa-
nos y alcaloides de la vinca inhiben las funciones de
los microtubulos del aparato mitético, ocasionan una
parada del ciclo celular y como consecuencia la induc-
cién de muerte de las células cancerigenas. Sin embar-
go, las limitaciones de su empleo radican en efectos
clinicos colaterales como: la toxicidad, mutagenicidad,
afecciones neuroldgicas y hematoldgicas. Adicional-
mente, puede producirse, en casos de tratamientos
prolongados, un efecto de resistencia ocasionada.
(Jordan y Wilson, 2004; Schmidt y Bastians, 2007; Du-
montet y Jordan, 2010; Domenech y Malumbres, 2013;
Mukhtar et al., 2014). Por consiguiente, nuevos blan-
cos de drogas que inhiban la progresiéon de la mitosis
son incesantemente buscados.

La investigacion sostenida sobre los mecanismos de
accion de los agentes antimitdticos, el desarrollo y
descubrimiento de nuevas drogas, y la exploracién de
nuevas estrategias de tratamiento que reduzcan los
efectos colaterales y disminuyan la resistencia podrian
proveer blancos adicionales y proporcionar opciones
terapéuticas mas eficaces para los pacientes de can-
cer. Con esta revisidon se pretende resumir los princi-
pales componentes moleculares mitéticos como blan-
co de las drogas de origen natural en la quimioterapia
del cancer, sus posibles mecanismos de resistencia y

los principales efectos adversos. Ademds proveer in-
formacidén sobre nuevas estrategias que constituyan
opciones terapéuticas mas eficientes, como desafio de
las investigaciones actuales.

Huso mitético: blanco de agentes anti-cancer
Microtubulos

Los microtubulos (MTs), junto con actinas y filamentos
intermedios, son los componentes mas importantes
del citoesqueleto de las células eucariotas. Ellos son
criticos para un numero de procesos celulares, los mas
importantes, la divisién celular y mitosis (Field et al.,
2013). En interfase y células diferenciadas, los MTs,
forman fibras que sirven como huellas para el trans-
porte intracelular de organelos y vesiculas. Cuando las
células entran en la mitosis, esta red interfasica se
desensambla y se reorganiza en un huso mitético, el
cual se requiere para la congregacion metafasica de
los cromosomas y la segregacion subsecuente de las
cromatidas hermanas (Schmidt y Bastians, 2007).

Los MTs se forman por asociaciones de heterodime-
ros de a y B-tubulina. Estos heterodimeros se congre-
gan cabeza-cola en un protofilamento lineal que y al
unirse 13 de ellos forman un microtubulo cilindrico
con didmetros de 12 nm y 25 nm en el interior y exte-
rior, respectivamente. La estructura final es organiza-
da de una manera polar, donde la subunidad a-
tubulina esta expuesta en el extremo (-), mientras que
la subunidad B-tubulina en el extremo (+) (Jordan vy
Wilson, 2004; Alberts, 2010). El extremo (-) de los MTs
se fija al centro organizador de microtubulos (MTOC
del inglés, microtubule organizing center), mientras
que el extremo (+) se encuentra hacia la parte distal
(Fig 1). Los MTs existen en un estado dindmico, cre-
ciendo y acortandose por la asociacidén reversible y
disociacién de los heterodimeros a-B-tubulina en am-
bos extremos (Jordan y Wilson, 2004). El extremo (-)
es menos dindmico y el extremo (+) es mas dindmico
el cual crece y se acorta mas rapidamente (Zhou vy
Giannakakou, 2005).
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Figura 1. Estructura del microtubulo. (A) El heterodimero aB-Tubulina se une en un protofilamento (B) para 13 de ellos formar
los MTs. (C) Conformacion polar de los MTs con un extremo (-) de crecimiento lento y otro (+) mas dinamico. (D) Microscopia
electrénica de transmision de un microtubulo en células eucariotas. (E) Microscopia electronica de un microtubulo, corte trans-
versal donde se observan los 13 protofilamentos y el lumen (adaptado del articulo de Alberts, 2010).

Figure 1. Structure of microtubule. (A) The aB-tubulin heterodimer together in a protofilament (B) 13 protofilaments, form the
MTs. (C) Polar conformation of MTs with one end (-) of slow growth and another end (+) more dynamic. (D) Electronic micros-
copy of transmission of a microtubule in eukaryotic cells. (E) Electronic microscopy of transmission of a microtubule where
protofilaments and lumen are observed (adapted from Alberts, 2010).

Dinamica de los microtubulos

Las uniones de GTP y los eventos de hidrdlisis permi-
ten a los microtubulos exhibir dos conductas dindmi-
cas: la inestabilidad dinamica y el intercambio rotato-
rio de subunidades (En inglés: treadmilling) (Jordan y
Wilson, 2004).

La inestabilidad dindmica se caracteriza por las tran-
siciones del microtubulo entre los periodos de creci-
miento lento, reduccidén rapida, y atenuacion (una
pausa donde el crecimiento y el acortamiento no se
perciben) (Jordan y Wilson, 2004; Schmidt y Bastians,
2007; Cheeseman y Desai, 2008; Risinger et al., 2009;
Field et al.,, 2013). Las transformaciones del estado de
crecimiento al de acortamiento se denomina
“catastrofe” y la transicidon del estado de acortamien-
to al de crecimiento es llamado “rescate” (Fig. 2)
(Jordan y Wilson, 2004).

La polimerizacién empieza con la incorporacion de
nuevos dimeros de tubulina. La hidrélisis de GTP cam-
bia la conformacién de los protofilamentos a GDP-
tubulina. El cierre del extremo de los MTs genera un
microtubulo en estadio intermedio que puede mante-
nerse en pausa, antes de someterse a un mayor creci-
miento (rescate) o pasar a la fase de acortamiento
(catastrofe). Una disminucién de los microtubulos se

caracteriza por una estructura de protofilamentos en
forma de fuente. El ciclo de rescate-catastrofe se com-
pleta mediante el intercambio de los productos de
desensamblaje GDP con GTP.

El treadmilling consiste en el crecimiento neto del
microtubulo en uno de los extremos y la correspon-
diente pérdida en el extremo opuesto (Waterman-
Storer y Salmon, 1997; Jordan y Wilson, 2004). Por
consiguiente, involucra el flujo intrinseco de subunida-

L= &

@5 Tubulina-GTP
Oj, Tubulina -GDP

Figura 2. Inestabilidad dindmica de los microtubulos
(Adaptada a partir del articulo publicado por Cheeseman y
Desai, 2008).

Figure 2. Dynamic instability of microtubules (adapted of the
published article of Cheeseman and Desai, 2008).
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des de tubulina del extremo (+) al extremo (-) del mi-
crotubulo y es creado por una diferencia en las con-
centraciones criticas de los extremos del microtubulo
(Fig. 3). Este proceso es particularmente importante
en la mitosis (Chen et al., 2003; Lloyd y Chan, 2004;
Mukhtar et al., 2014).

Inestabilidad dinamica y treadmilling son conductas
compatibles; una poblacién especifica de MTs puede
exhibir un comportamiento o una mezcla de ambos.
Sin embargo, el mecanismo de control que determina
la conducta a seguir en una poblacion de MTs esta
poco dilucidado.

La dinamica de los MTs es importante para una mito-
sis exitosa, particularmente para asegurar el rapido
ensamblaje y desensamblaje de los MTs en un adecua-
do funcionamiento del huso mitético durante la ali-
neacién y separacion de los cromosomas (Jordan vy
Wilson, 2004; Schmidt y Bastians, 2007; Salmela y
Kallio, 2013; Mukhtar et al., 2014).

Progresion de la mitosis

Cuando las células entran en mitosis, los MTs se vuel-
ven de 20 a 100 veces mas dindmicos con una mejora

Banda de marcaje [

Movimiento neto

Figura 3. Flujo de subunidades (Treadmilling). Los microtu-
bulos sufren desplazamiento neto a través de la pérdida
lenta y constante de las subunidades del extremo negativo y
la adicion de otras en el extremo positivo. La barra de mar-
caje muestra que los microtibulos permanecen en la misma
posicién, mostrando que el movimiento hacia el extremo
positivo es debido al flujo de subunidades de tubulina a tra-
vés del polimero (adaptada a partir del articulo de Lloyd y
Chan, 2004).

Figure 3. Flow subunits (Treadmilling). Microtubules suffer
clear displacement through the slow and constant loss of the
subunits of the negative end and the addition of others in the
positive end. The bar of marking shows that microtubules
remain in the same position, showing that the movement
towards the positive end is due to the flow of subunits of
tubulina across the polymer (adapted from Lloyd y Chan,
2004).
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de siete veces mas reforzada la nucleacion de los MTs
en el centrosoma y una vida media de polimerizacion
de la tubulina de 10-30 s (Hayden et al., 1990; Piehl
et al., 2004). Este refuerzo de la dinamica es requeri-
da en las fases tempranas de la mitosis (profase y
prometafase) después del desensamblaje de la mem-
brana nuclear, donde los cinetocoros de los cromoso-
mas son capturados por elongaciones y acortamien-
tos al azar de los MTs que emanan de los dos polos
del huso. Una vez que los dos cinetocoros de un par
de cromdtidas hermanas se unen a los MTs de los
polos opuestos, los cromosomas se congregan al cen-
tro de las células (Cleveland et al., 2003). Debido a la
aleatoriedad inherente a este proceso, es crucial que
la segregacion de los cromosomas ocurra sélo cuando
todos los cromosomas se hayan congregados en la
placa metafasica, y de esta forma la cohesidn entre
las cromatidas hermanas es disuelta y éstas migran
hacia los polos contrarios (anafase). Asi, se asegura la
igual distribucion del material genético en el nucleo
de las dos células hijas (Fig. 4) (Kavallaris et al., 2001;
Nasmyth, 2002; Cleveland et al., 2003; Bharadwaj y
Yu, 2004; Maiato et al., 2004).

La distribucidon equitativa de los cromosomas entre las
células hijas es esencial para la viabilidad de las célu-
las y el buen funcionamiento del organismo. La pérdi-
da de la fidelidad de la segregacién cromosdmica es
un factor que contribuye a abortos espontaneos, mal-
formaciones congénitas y al cancer (Salmela y Kallio,
2013). Para mantener el nimero de cromosomas
apropiado, una célula debe prevenir la division celular
hasta garantizar su exactitud. Para este propdsito,
existe un mecanismo de vigilancia llamado Punto de
control del ensamblaje del huso mitético (SAC del
inglés spindle assembly checkpoint) que percibe la
falta de atadura y/o tension de los cinetocoros y en
respuesta inhibe la segregacion cromosdmica
(Musacchio y Salmon, 2007).

Punto de control del ensamblaje del huso mitético
Componentes moleculares

Actuar sobre la progresion de la mitosis ha sido una
eficiente estrategia para la terapia anticancer. Varias
drogas quimioterapéuticas como los taxanos, alcaloi-
des de la vinca y los epotilones inhiben la funcién del
huso mitético por unirse directamente a los MTs.
Estos han sido ampliamente utilizados en la clinica
para el tratamiento de diferentes malignidades por
muchos afos (Jordan y Wilson, 2004).
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Figura 4. Cambios en la distribucion de los microtubulos
durante el ciclo celular. Las estructuras de los microttibulos
(en verde) estan sometidas a cambios morfologicos para
mediar funciones especificas a lo largo del ciclo celular. La
dindmica de los microtubulos puede variar durante el ciclo
celular, siendo menos dinamico en las células en interfase y
mas durante la mitosis (adaptada de Kavallaris et al., 2001).

Figure 4. Microtubules changes of throughout the cell cycle.
Microtubule structures (green) are subjected to morphologi-
cal changes to mediate specific functions in the cell cycle.
The microtubule dynamics may vary during the cell cycle,
being less dynamic in interphase cells and more during
mitosis (adapted from Kavallaris et al., 2001).

Un severo control de la mitosis garantiza una exacta
segregacion de las cromatidas hermanas en la division
celular. Las células eucariotas poseen sofisticados me-
canismos para supervisar la progresion de la mitosis,
para prevenir la mala segregacién cromosémica que
trae como resultado aneuploidias, poliploidias o célu-
las hijas binucleadas. Esta via de transduccion de sefia-
les es conocida como punto de control del ensamblaje
del huso (SAC), y comprende las proteinas de SAC
(Mad1, Mad2, Mad3- proteinas de arresto mitdtico
deficiente, Bub1, Bub3, BubR1-quinasas del punto de
control mitdtico y Mpsl-proteinas asociadas a MTs) e
inhibe la entrada en anafase hasta que los cinetocoros
son unidos adecuadamente a los MTs del huso y los
cromosomas correctamente alineados en la placa me-
tafdsica. Cuando esto no ocurre, SAC es activado por
el reclutamiento de Mad2, Bub3 y BubR1 ocasionan-
do la inhibiciéon del complejo promotor de la anafase
(APC/C del inglés anaphase-promoting-complex), una
ubiquitin ligasa E3 que marca la degradacién proteo-
somal (Yu, 2002).Los sustratos de APC/C son Securina

JANET PILOTO FERRER Y ANGEL SANCHEZ-LAMAR

y Ciclina B, los cuales son requeridos para la anafase y
la salida de mitosis, respectivamente. La degradacion
de Securina es requerida en la transicion de metafase-
anafase para liberar la forma activa de Separasa, una
proteasa que fragmenta una subunidad del complejo
Cohesina que mantiene unidas a las cromatidas her-
manas (Peters, 2006; Pines, 2006). Asi, un SAC activo
(Fig. 5) previene el paso a anafase por la inhibicién de
la protedlisis y el mantenimiento de la cohesion entre
las cromatidas. De esta manera, SAC asegura la ade-
cuada segregacion cromosdmica durante la mitosis y
el mantenimiento de la euploidia (Yu, 2002; Bharad-
waj y Yu, 2004; Musacchio y Salmon, 2007; Kaestner
etal., 2011).

2 R
RH H
R’ )

(SAC) activado

- Mad2
Cdc20 Bub3
. BubR1

(SAC) inactivo

Mad2
Cdc20
Bub3

Inactivo Activo
- UbUb l
Securina (.
Inactivo Activo
v
B

Intacto ruptura

Separacion de cromatidas v
H hermanas { {

Figure 5. Mecanismo molecular de la segregacion cromoso-
mica en la transicién de metafase a anafase. Degradacion
de Securina que activa a Separasa. Separasa rompe la
subunidad Scc1 de Cohesina permitiendo la segregacion
cromosdmica. En respuesta, las cromatidas hermanas no
unidas adecuadamente al huso mitético promueven al com-
plejo de proteinas promotoras de SAC, que inhiben la activi-
dad de APC/C, permitiendo la estabilizacién de la Securina,
preservando la cohesién de las cromatidas hermanas retra-
sando la entrada en anafase (adaptada a partir del articulo
publicado por Bharadwaj y Yu, 2004).

Figure 5. Molecular mechanism of chromosome segregation
at the metaphase-anaphase transition. Degradation of Se-
curin activates Separase. Separase then cleaves the Scc1
subunit of Cohesion, allowing chromosome segregation. In
response to sister-chromatid not properly attached to the
mitotic spindle, the spindle checkpoint promotes SAC protein
complexes that inhibit the activity of APC/C, leading to the
stabilization of Securin, preservation of sister-chromatid co-
hesion, and a delay in the onset of anaphase (adapted of the
published article for Bharadwaj y Yu, 2004).
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Cuando la accion de agentes antitumorales provoca
anomalias en la unién cinetocoro-MTs o alineacidn
errénea, SAC provoca una parada extensa de la mito-
sis y aumenta la susceptibilidad de las células a sufrir
muerte celular. Alternativamente, las células pueden
escapar a un arresto mitético por una lenta degrada-
cién de Ciclina B conocido como desprendimiento
mitético que puede ocasionar muerte celular, tetra-
ploidias o arrestos en interfases, estas dos ultimas son
no viables en el préximo ciclo celular si los puntos de
controles son efectivos (Fig. 6) (Dobles et al., 2000;
Michel et al., 2001; Wang et al., 2002; Hanks et al.,
2004; Kaestner et al., 2011; Manchado et al., 2012).

Drogas anti-cancer de origen natural que acttian so-
bre los microtubulos

Las drogas que actuan sobre los MTs pueden ser clasi-
ficadas en dos grupos principales: los agentes estabili-
zantes (AEMs) y los desestabilizantes (ADMs) de MTs.
Sin embargo, estd clasificacién estd basada en el sitio
de unién mas que por en sus mecanismos de accidn
(Schmidt y Bastians, 2007).

Agentes estabilizantes de microtubulos (AEMs)
Paclitaxel y drogas relacionadas

Los taxanos (paclitaxel, docetaxel), una nueva clase
de agentes antimicrotubulares, son los mas importan-
tes quimioterapéuticos contra el cancer en las ultimas
décadas. Paclitaxel fue descubierto como parte de un
programa de screening de extractos de plantas con
actividad anticancer realizado por el Instituto Nacional
del Cancer de los EEUU (INC) (Bethesda, MD)
(Rowinsky et al., 1992). Paclitaxel fue extraido de la
corteza del arbol Taxus brevifoliaen 1966, y su estruc-
tura fue reportada en 1971 (Wani et al,, 1971). Sin
embargo, sus propiedades antimicrotubulares fueron
descubiertas en 1979 (Schiff et al., 1979).

Docetaxel es un andlogo semisintético derivado de
un precursor aislado del arbol europeo Taxus baccata.
Ambos compuestos se unen al dominio de los taxanos
en la cavidad de la subunidad B-tubulina y exhiben
una actividad estabilizadora de los MTs a concentra-
ciones relativamente altas. Sin embargo, a bajas con-
centraciones, las cuales son mas relevantes para el
uso en la clinica, suprimen eficientemente la inestabi-
lidad dindmica de los MTs ocasionando fallas en la
alineacion de los cromosomas, causando arresto mito-
tico y por consiguiente muerte celular o apoptosis
(Tabla 1) (Schmidt y Bastians, 2007).

JANET PILOTO FERRER Y ANGEL SANCHEZ-LAMAR

Epotilones

Los epotilones originalmente aislados de la mixobacte-
ria Sorangium cellulosum, se unen al sitio de los taxa-
nos en el MT y muestran actividad estabilizadora de
microtubulos (Larkin y Kaye, 2006). Compuestos de
esta familia quimica incluyen a patupilone, ixabepilo-
ne, BMS-310705, ZK-EPO y KOS-862 y estan actual-
mente en ensayos clinicos fase Il y lll (Tabla 1).

Agentes desestabilizantes de microtubulos (ADMs).
Vinca alcaloide y drogas relacionadas

Alcaloides de la vinca aislados de las hojas de Catha-
ranthus roseus (L.) G. Don fueron descubiertos en los
afios 1950 por los cientificos canadienses Robert No-
ble y Charles Beer (Johnson et al., 1960). Desde los
inicios tuvieron importancia por sus propiedades anti-
mitdticas y potencialidades quimioterapéuticas. La
Vinblastina y la vincristina son los principales miem-
bros de los alcaloides de la vinca. Subsecuentemente,
algunos analogos semisintéticos como vinorelbin, vin-
desin y vinflunin han sido introducidos en la clinica
para el tratamiento de leucemias, linfomas y tumores
sélidos (Tabla 1) (Schmidt y Bastians, 2007).

La Vinblastina se une cerca del sitio de uniéon del
GTP en la subunidad B de la tubulina en una regién
llamada dominio de unién de la vinca (Bai et al., 2000;
Mukhtar et al., 2014). Otras drogas quimioterapéuti-
cas también se unen a este dominio. La unién de la
Vinblastina es rapida y reversible (Jordan, 2002) indu-
ciendo cambios conformacionales en la tubulina
(Lobert et al., 1998).

Estudios in vitro revelan que la vinblastina se une
con alta afinidad a la tubulina en los extremos finales
de los MTs, sin embargo, con baja afinidad a la tubuli-
na que se encuentra a lo largo del MTs (Jordan, 2002;
Mukhtar et al., 2014). Estos estudios mostraron que la
unién de una o dos moléculas de vinblastina por el
extremo (+) de los MTs es suficiente para reducir tan-
to el treadmilling (flujo de subunidades) como la ines-
tabilidad dinamica, aproximadamente al 50%, sin ser
significativa la despolimerizacion de los MTs. Esta su-
presidn de la dindmica de los MTs previene el ensam-
blaje del huso mitdtico y reduce la tensidén de los ci-
netocoros en los cromosomas. El progreso mitético se
retarda y los cromosomas no se ubican en la placa
ecuatorial de la mitosis. EI APC/C bloquea la transicion
de metafase a anafase y las células mueren por apop-
tosis (Mukhtar et al., 2014).
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Este grupo incluye gran nimero de compuestos que
se encuentran bajo desarrollo clinico para la terapia
del cancer: maytansine, rhizoxin, spongistatins y podo-
filotoxin.

Colchicina

Fue aislada por primera vez en 1820 del arbol Colchi-
cum autumnale por los quimicos franceses P.S. Pelle-
tier y J. B. Caventou, y fue descrita para el tratamiento
del reumatismo (Emmerson, 1996). Actualmente, se
usa para el tratamiento de la gota y no tiene un uso en
el tratamiento del cdncer debido a su potente toxici-
dad (Tabla 1) (Mukhtar et al., 2014). Como los alcaloi-
des de la Vinca, la colchicina despolimeriza los MTs a
altas concentraciones, inhibe la polimerizacion de los
MTs al unirse a los extremos del MTs mas que a la
tubulina soluble. Sin embargo, la colchicina libre por si
misma no se une directamente a los extremos de los
MTs, sino que se une primeramente con la tubulina
soluble, induce pequeiios cambios conformacionales
en la tubulina y forma un complejo reversible tubulina
—colchicina, el cual se co-polimeriza en el extremo del
microtibulo (Mukhtar et al., 2014).

JANET PILOTO FERRER Y ANGEL SANCHEZ-LAMAR

El sitio de unidn de la colchicina esta bien caracteri-
zado, se denomina dominio de la colchicina y se en-
cuentra en la interfase entre los dimeros a y B- tubuli-
na (Downing, 2000; Schmidt y Bastians, 2007).

Combretastatinas

Combretastatinas son una clase de fenoles naturales
(cis-stilbenes) aisladas del arbol sudafricano Combre-
tum caffrum (Combretacae). Las combretastatinas
exhiben propiedades citotdxicas e inhiben la polimeri-
zacion de la tubulina en lineas tumorales (Pettit et al.,
1989). El miembro mas potente de este grupo es A-4
combretastatina con valor de ICsq de 7 nmol/L
(Siemann et al., 2009). La combinaciéon de este com-
puesto con un fosfato llamado A4 Fosfato Combretas-
tatina, también conocido, como Zybrestat, fosbreta-
bulin (Rusan et al., 2001), progresd en ensayos clinicos
para el tratamiento de tumores sdlidos (Tabla 1)
(Siemann et al., 2009). Las ventajas de esta clase de
compuestos sobre otros agentes antimitdticos es que
también son inhibidores de la angiogénesis (Griggs et
al., 2001; Siemann et al., 2009).

Tabla 1. Agentes antimitéticos naturales: fuentes, sitio de union, efectos adversos y usos clinicos

Table 1. Natural antimitotic agents: source, binding site, side effects, and clinical use

Dominio de union Droga Origen Sitiode union con  Efectos adversos Usos clinicos
latubulina
Canceres de
Planta: Tz b Il
Paclitaxel anta: faxus B-tubulina Neutropenia ~ _o-c-a ¥ cuello,
brevifolia pulmones, mama,
Dominio del ovario
Paclitaxel . Canceres de
Bacteria: .
. . . I i ovario,
Epotilones Sorangium B-tubulina Mielosupresion )
prostata,pulmones,
cellulosum
mama
Hopdkin, canceres
de mama,
Vimblastina B-tubulina Neutropenia .
testicular, cabeza y
. Planta: cuello
Dominiodela .
Vinca Catharanthus Neuropatia
roseus periférica, Leucemias
Vincristina B-tubulina Hiponatremia, R y
o Linfomas
Constipaciony
pérdida del cabello
Enfermedades no
lasi
. Potente toxicidad neoplasicas como
. Planta: Colchicum ) ) lagotay
Colchicina B-tubulina en células
autumnale Enfermedad
normales -
- familiar
Dominio de I
- Mediterranea
Colchicina .
Ensayo clinico
Planta: faselll CA-4P en
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Mecanismo de muerte celular inducido por agentes
antimitoticos

Aunque la muerte celular después de la perturbacién
de la mitosis ha sido extensivamente estudiada, los
detalles del mecanismo no han sido bien esclarecidos.
(Schmidt y Bastians, 2007; Gascoigne y Taylor, 2008;
Portugal et al., 2010; Salmela y Kallio, 2013).

Es bien reconocido que el tratamiento de las células
cancerigenas con drogas antimitdticas ocasiona pre-
dominantemente una acumulacién mitdtica asociada
con muerte celular (Jordan, 2002; Jordan y Wilson,
2004; Jordan y Kamath, 2007; Schmidt y Bastians,
2007; Risinger et al., 2009; Kaestner et al., 2011; Do-
menech y Malumbres, 2013; Salmela y Kallio, 2013;
Shin et al., 2013; Mukhtar et al., 2014). A relevantes
concentraciones clinicas, los taxanos, alcaloides de la
Vinca y epotilones suprimen la dindmica del huso mi-
tético e inhiben la captura de los cinetocoros vy la ali-
neacidon cromosomica.

La presencia de cromosomas parcialmente alineados
que pierden la unién con los MTs o la tension de los
cinetocoros, activan cronicamente los puntos de con-
trol del huso (SAC), permitiendo un arresto mitotico
en las fases tempranas de la mitosis. De hecho, este
arresto mitdtico es dependiente de SAC, pero no es
permanente. En cambio, en un tratamiento prolonga-
do, las células salen de la mitosis en presencia de cro-
mosomas mal alineados, dando lugar al desprendi-
miento mitético originando células multinucleadas
con 4N de contenido de ADN (Fig. 6).

Aun no esta claro como las células escapan del arres-
to mitdtico en presencia de SAC activado. Se piensa
que una lenta pero continua degradacién de Ciclina B
en presencia de SAC activado contribuye a la salida de
mitosis, aunque otros mecanismos también son posi-
bles (Brito y Rieder, 2006; Schmidt y Bastians, 2007).
Una vez que las células tetraploides salieron a una
mitosis aberrante, ocurre una activacion de p53 y una
subsecuente induccién del gen p21 indicando que
fallas en la mitosis asociadas con tetraploidias pueden
desencadenar una respuesta del punto de control en
G1 dependiente de p53, la cual puede actuar como un
segundo mecanismo de seguridad que previene futu-
ras poliploidias (Margolis et al., 2003; Schmidt y Bas-
tians, 2007; Vogel et al., 2007).

Principales efectos adversos ocasionados por las
drogas antimitéticas

El blanco primario de las drogas microtubulares es el
huso mitdtico, sin embargo, desde la interfase donde

JANET PILOTO FERRER Y ANGEL SANCHEZ-LAMAR

las células diferenciadas requieren de la dindmica de
los microtubulos para el mantenimiento de las funcio-
nes del citoesqueleto y los procesos de transporte
intracelular existen efectos adversos causados por
estas drogas (Zhou y Giannakakou, 2005). La neuropa-
tia periférica puede ser explicada por una disrupcion
de los MTs mediado por el flujo axonal que incluye
entumecimiento, dolor mandibular, disfuncidon de las
cuerdas vocales, constipacidn y calambres abdomina-
les. La supresion de las funciones de los MTs mitéticos
inhibe la proliferacion de las células no transformadas,
incluyendo precursores celulares hematopoyéticos,
por lo que podria explicar la severa mielosupresion y
neutropenia observada en los pacientes durante la
terapia. Asi, los antimitdticos durante la quimioterapia
no son selectivos para células tumorales, afectando
también las células que no estan proliferando (Tabla
1). Ademas de la hipersensibilidad provocada por los
solventes (Cremofor en Paclitaxel y Tween 80 en Do-
cetaxel) que también contribuyen a los efectos adver-
sos provocados por el tratamiento con los agentes
antimitdticos.

Posibles mecanismos de resistencia

Varias rutas de resistencia de las drogas que dafian el
huso mitdtico son concebidas por mecanismos de
apoptosis. Ha sido mostrado en sistemas celulares que
células con SAC defectuoso escapan de la apoptosis
bajo tratamientos con Paclitaxel y otras drogas antimi-
téticas que activan SAC. Si bien, las mutaciones en los
genes de SAC parecen ser bastante raras (Sato et al.,
2000; Hernando et al., 2001) la expresion de los genes
inactivados como MAD1 o MAD2 pueden debilitar la
funcion de SAC en cénceres humanos (Wang et al.,
2002; Kienitz et al., 2005). Ademas la sobreexpresién
de Aur-A, la cual actia como oncogén se ha demostra-
do que ocasiona abrogacion de SAC permitiendo resis-
tencia al taxol (Anand et al., 2003). La alta incidencia
de inestabilidad cromosdmica en el carcinoma de co-
lon, puede estar asociado con el mal funcionamiento
de SAC, lo que explicaria la pobre eficacia del Pacli-
taxel u otras drogas relacionadas en este tipo de can-
cer (Wheatley y McNeish, 2005).

Otra resistencia causada por las drogas antimitdticas
puede ser una modulacién de la composicién de los
microtubulos y cambios en su dinamica de los mismos.
Células tumorales resistentes mostraron expresiones
mutantes de a y B-tubulina donde los sitios de unidn
eran mutados (Giannakakou et al., 2000; Kavallaris et
al., 2001). Alternativamente, las células tumorales
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resistentes muestran sobreexpresion de isoformas -
tubulina (Blll-tubulina) que ocasionan una dindmica de
los MTs significativamente alta. Igual efecto es produ-
cido por a-tubulina o por sobreexpresiéon de proteinas
desestabilizantes de MTs (MAP4). De hecho, una ex-
presion inactivada de las proteinas asociadas a MTs es
detectada en células cancerigenas (Balachandran et
al., 2003). Aunque cambios en la composicion y dina-
mica de los MTs pueden claramente contribuir a la
resistencia in vitro de los taxanos y otras drogas anti-
mitdticas, no es claro si este mecanismo ciertamente
cuenta dentro de la resistencia (Kavallaris et al.,
2001). Notablemente, los taxanos y alcaloides de la
vinca son buenos sustratos para la bomba de eflujo
que hace la glicoproteina-P en la célula, producto del
gen de multirresistencia MDR1, el cual actta directa-
mente a bajas concentraciones de las drogas (Galletti
et al., 2007).

Nuevos blancos mitéticos como estrategias
adicionales para la terapia anti-cancer.

Quinesinas mitoticas:

Las quinesinas son una familia de proteinas que se
unen y se mueven a lo largo de los MTs. En la interfase
los miembros de la familia son responsables del trans-
porte y durante la mitosis, algunas quinesinas son
esenciales para un alineamiento adecuado de los cro-
mosomas, segregacion y separacion del centrosoma
(Miki et al., 2005; Schmidt y Bastians, 2007). Hasta la
fecha, existen 14 quinesinas especificas que se conoce
que contribuyen con la adecuada ejecucion de la mito-
sis. (Miki et al., 2005; Schmidt y Bastians, 2007). Algu-
nas de ellas, regulan la congregacidon y segregacion
cromosémica, otras median el posicionamiento de los
centrosomas.

Proteina quinesina del huso mitético (KSP/Eg5 -KSP
del inglés kinesin spindle protein)

Una de las proteinas mitdticas especificas es una qui-
nesina del huso conocida como Quinesin-5 o Eg5 (KSP/
Eg5). Ella es requerida para la generacion de husos
bipolares y para la adecuada segregacion de cromati-
das hermanas (Blangy et al., 1995; Schmidt y Bastians,
2007). La degradacién de KSP/Eg5 previene la separa-
cién del centrosoma mitético ocasionando la formacion
de un huso monopolar conllevando a un arresto mitoti-
co SAC-dependiente. Sin embargo, un huso monopolar
permite la unién de los cromosomas, pero evita la ten-
sion entre los cinetocoros, asi se explica por qué una
inhibicidn funcional de KSP/Eg5 activa el punto de con-

JANET PILOTO FERRER Y ANGEL SANCHEZ-LAMAR

trol de huso mitdtico que lleva a un arresto del ciclo
celular en la mitosis (Fig. 6). Se muestran (SAC) que
controla la transicién de metafase a anafase y las pro-
teinas que son los blancos prometedores para la tera-
pia de cancer que incluye polo-quinasa 1 (Plk1), pro-
teina quinesina del huso (KSP/Eg5), proteina centro-
mérica E (CENP-E), Aurora-Quinasa A (Aur-A) y Aurora-
Quinasa B (Aur-B). Los inhibidores del huso mitdtico
(venenos del huso) son frecuentemente usados para
el tratamiento anti-cancer y los inhibidores de KSP/
Eg5, PIk1 y Auroras quinasas estan actualmente en el
desarrollo clinico. El fenotipo mitdtico causado por
estos inhibidores se muestra esquematicamente. La
interferencia con el huso mitético resulta en prometa-
fase, mientras que la inhibicién de KSP/Eg5, Plk1 y Aur
-A generan un fenotipo de arresto mitdtico con husos
monopolares predominantes. Inhibicién de Aurora-B
previene la citocinesis e induce poliploidias. En el tra-
tamiento prolongado con venenos del huso e inhibi-
dores de quinesinas, las células exhiben un desprendi-
miento mitdtico con la induccién subsecuente de
apoptosis en la fase G1. Hasta ahora, no esta claro si
las células tratadas con los inhibidores de la Aur-A o
de PIk1 sufren apoptosis durante el arresto mitdtico o
si ocurre el desprendimiento mitdtico. Significativa-
mente, es evidente que las quinesinas mitdticas son

Puntos de control del huso mitético
KSP CENP-E

Pi1 Aur-B PIK1 Pik1
Aur-A Aur-A Aur-B Aur-B
® > b —> —> &) — — [ —_
4N 2N 2N
Profase prometafase metafase anafase telofase
Fase G, mitosis Fase G,
\ Venenos del
imi itot 777 .
huso 5 3 Desprendimiento mitético > G Apoptosis

4N

Inhibidores
KSP/Egs

»

Inhibidores
PIK1
\ Inhibidores Aur-A

Figura 6. Fases de la mitosis y fenotipos de drogas quimio-
terapéuticas. Figura adaptada a partir del articulo publicado
por Schmidt y Bastians, 2007).

Figure. 6. Stages of mitosis and phenotypes of chemothera-
peutic drug treatment (adapted of the published article for
Schmidt y Bastians, 2007).
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dianas efectivas de las drogas que pueden ser inhibi-
dores competitivos o alostéricos (Maliga et al., 2002;
DeBonis et al., 2004; Bergnes et al., 2005).

Proteina centromérica E (CENP-E)

CENP-E (del inglés protein centromeric E) es otra qui-
nesina mitdtica localizada en los cinetocoros y alberga
un dominio N-terminal, el cual es requerido para la
actividad motora de los MTs. CENP-E es esencial para
la progresion de la mitosis contribuyendo a la congre-
gacion de los cromosomas (Yao et al., 2000). Ellas pue-
den actuar como un sensor para monitorear la unién
de los cinetocoros a los MTs y podrian estar involucra-
das iniciando la sefial del punto de control por activa-
cién de quinasas BubR1 (Yao et al, 2000; Weaver y
Cleveland, 2006; Birk et al., 2012). Asi, una pérdida de
su funcién permite severos defectos mitdticos sugi-
riendo que la inhibicion de CENP-E es una atractiva
estrategia para la terapia del cancer

Quinasas mitéticas
Polo quinasas (Plk — del inglés Polo like kinasa)

La familia Plk comprende 4 miembros: Plk1, Plk2 (Snk),
Plk3 (Fnk o Prk), y PIk4(Barr et al., 2004). Estos se ca-
racterizan por una regién C-terminal que contiene dos
dominios polo, cada uno contiene 60-70 aminoacidos
de longitud. EI miembro mas estudiado de la familia es
el Plkl con numerosos reportes sobre el rol esencial
durante la mitosis en la maduracién del centrosoma,
ensamblaje del huso mitético, segregacién cromoso-
mica, activacion de APC/C, citocinesis y activacion del
punto de control del huso, asi como la activacién de
Cdk1 (quinasa dependiente de ciclina-1) en la transi-
cién G2/M (Strebhardt y Ullrich, 2006). Por consi-
guiente, se espera que los inhibidores de Plk1 puedan
ser terapéuticos beneficiosos para los pacientes de
cancer. Los inhibidores de Plk1 cumplen con las premi-
sas de los blancos mitdticos (Fig. 6) como los agentes
que interfieren con los MTs con un potencial sobre los
tumores taxano-resistentes siendo aplicables en indi-
caciones en las cuales los venenos del huso no son
eficaces del todo (ejemplo: cancer de colon). Recien-
temente, se descubrid que la estructura de Plk1 per-
mite incrementar el descubrimiento de inhibidores
selectivos para Plk1 (Kothe et al., 2007).

Aurora Quinasas (Aur)

Las Aur han llamado la atencion en los ultimos afios, tanto
para la academia como para la industria farmacéutica.
Ellas cumplen importantes funciones durante la mitosis

JANET PILOTO FERRER Y ANGEL SANCHEZ-LAMAR

para asegurar el funcionamiento adecuado del centro-
soma, la alineacidn y la segregacion cromosdmica
(Marumoto et al., 2005; Vader et al., 2006; Schmidt y
Bastians, 2007). Ellas regulan la separacion del centro-
soma en profase y el ensamblaje de un huso bipolar
en prometafase (Vader y Lens, 2008; Salmela y Kallio,
2013). Sin embargo, son frecuentemente sobreexpre-
sadas en canceres humanos y también pueden actuar
como oncogenes (Katayama et al., 2003).

Las células de mamiferos presentan tres miembros de
la familia, llamadas Auroras A, B y C. Multiples roles
mitdticos presenta la Aurora A (Aur-A), uno de ellos,
en la transicién G2/M (Hirota et al., 2003). Durante la
mitosis, Aur-A se une a la proteina regulatoria TPX2
(del inglés Targeting protein for Xklp2) y es localizada
en los centrosomas y en los polos del huso (Kufer et
al., 2002). Alli, se une con TACC3 (del inglés transfor-
ming, acidic coiled-coil containing protein 3) una pro-
teina de regulacion centrosémica, la cual es requerida
para la nucleacién de los MTs y el ensamblaje del huso
(Kinoshita et al., 2005). Ablaciones o inhibicion farma-
coldgica de Aur-A ocasionan defectos en la madura-
cion del centrosoma asociado con severas anomalias
del huso como la formaciéon de husos monopolares
sugiriendo un rol importante en el mantenimiento de
la bipolaridad del huso (Fig.6) (Girdler et al., 2006; Liu
y Ruderman, 2006; Manfredi et al., 2007).

Catastrofe mitotica

La ultima meta del tratamiento quimioterapéutico del
cancer es la induccion de apoptosis (Mashima y Tsu-
ruo, 2005). Sin embargo, existe una segunda forma de
muerte celular tumoral llamada Catastrofe mitdtica
que se origina de una mitosis anormal y que no esta
relacionada con la muerte celular apoptética (Okada y
Mak, 2004). Mas recientemente, se ha mostrado que
la catastrofe mitodtica podria representar una forma
mitdtica de apoptosis inducida por los tratamientos
quimioterapéuticos (Castedo et al., 2004; Vogel et al.,
2007). Un importante régimen de drogas, que genere
dafio al ADN durante la mitosis, conlleva a la catastro-
fe mitética, una condicién que resulta de una abroga-
cion de los puntos de control de dafio al ADN en G2
(Kawabe, 2004).

Punto de control de dafio al ADN en G2

Terapias anti-cancer que inducen un dafio severo al
ADN, activan los puntos de control de dafio al ADN que
producen una parada del ciclo celular. El primer paso de
respuesta al dafio de ADN es el recrudecimiento del
complejo de sensores en los sitios dafiados donde las
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quinasas ATM / ATR son activadas. Estas quinasas
pueden fosforilar y activar el factor de transcripcion
p53 directamente o pueden activar Chk2 (del inglés
checkpoint kinase 2) que a su vez puede fosforilar y
activar p53. Esta activacidon transcripcional de p53
resulta de la induccion de p21, el cual codifica a pro-
teinas inhibidoras de CDK que se unen e inhiben el
complejo CDK-ciclina en G1. Esta actividad CDK es
requerida para la progresion en la fase S y la activa-
cién de este punto de control en G1 ocasiona un
arresto celular en G1. También existe un segundo pun-
to de control que actua en G2. Las quinasas ATM y
ATR pueden fosforilar y activar Chk1, la cual fosforila e
inactiva a la fosfatasa Cdc25C permitiendo su secues-
tro citoplasmatico. Cdc25C es la fosfatasa responsable
de quitar dos fosfatos inhibitorios de CDK1 que se
requieren para su activacion y la entrada subsecuente
en la mitosis. Asi, el dafio de ADN inducido por la inhi-
bicién de Cdc25C es mediada por Chkl y previene la
entrada en mitosis y constituye el punto de control de
dafio de ADN en G2 (Kastan y Bartek, 2004). Algunas
células tumorales tienen pérdida de las funciones de
los puntos de control en G1, tratamientos de estos
tumores con agentes que dafian el ADN provocan un
arresto celular exclusivamente en G2. Estas circuns-
tancias admiten un blanco selectivo de células tumo-
rales con el uso de inhibidores farmacoldgicos
(agentes genotdxicos) del punto de control en G2,
forzando la entrada en la mitosis provocando la induc-
cién de catdstrofe mitdtica asociada con muerte celu-
lar (Kawabe, 2004).
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