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RESUMEN 

El cáncer es considerado como la primera causa de muerte a nivel mundial, con un 

estimado de 10 millones de muertes en 2020. La quimioterapia sigue siendo una de 

las alternativas terapéuticas más importantes, por lo que el desarrollo de nuevas 

terapias dirigidas puede dar paso a combatir la resistencia adquirida durante el 

tratamiento; siendo los microtúbulos (constituidos por tubulina α y β) uno de los 

objetivos más prometedores de los fármacos contra el cáncer.  

En el presente trabajo se plantea el diseño de nuevos derivados híbridos de indoles 

(YPC-1A y YPC-2A) e indazoles (YPC-1–YPC-5) con combretastatina A-4 (CA-4) 

que es un producto natural obtenido del sauce sudafricano Combretum caffrum, que 

ha demostrado tener una citotoxicidad elevada contra una variedad de células 

cancerosas, debido a que se une al sitio de unión de la colchicina en la interfaz de 

la α/β-tubulina. Tomando en cuenta el trabajo realizado en el grupo de trabajo del 

laboratorio de “síntesis y aislamiento de sustancias bioactivas”, donde se realizaron 

híbridos de indazoles con CA-4 obteniendo un compuesto con actividad citotóxica 

de importancia, sobre líneas celulares Hela y SK-LU-1 con valores de 0.16 y 6.63 

μM, respectivamente.  

Por lo tanto, se realizó acoplamiento molecular utilizando la interfaz de la α/β-

tubulina como sitio de unión para las moléculas propuestas, posteriormente se 

realizó la síntesis de los compuestos, y se determinó la citotoxicidad en líneas 

celulares cancerosas SK-LU-1 y HeLa a través del ensayo de sulforodamina B. Se 

determinaron los porcentajes de inhibición de los compuestos a una concentración 

de 50 μM, con valores de 74.38 (SK-LU-1) y 62.57 (HeLa) para el mejor compuesto 

YPC-2A. 

Además, se calculó la CI50 para los compuestos YPC-2A, YPC-2 y YPC-3,, 

obteniéndose valores de 7.38 μM (SK-LU-1) y 20.39 μM (HeLa) para el compuesto 

YPC-2A, que presento la mejor CI50 para ambas líneas celulares.  

Palabras clave: tubulina, cáncer, combretastatina A-4, microtúbulos. 
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1. INTRODUCCIÓN 

El cáncer es considerado como la primera causa de muerte a nivel mundial, con un 

estimado de 10 millones de muertes en 2020 [1]. Se caracteriza por el crecimiento 

descontrolado de células anormales y su progresión puede derivar en la alteración 

de los procesos biológicos de células sanas [2]. Puede comenzar su desarrollo en 

casi cualquier órgano o tejido y pueden invadir partes adyacentes del cuerpo y/o 

diseminarse a otros órganos (metástasis), que es una de las principales causas de 

muerte [1,3].  

Hoy en día, el tratamiento más prometedor es la quimioterapia [4]. Sin embargo, la 

resistencia a la quimioterapia limita la eficacia del tratamiento farmacológico, ya que 

los tumores pueden ser intrínsecamente resistentes o desarrollar resistencia 

utilizando diferentes mecanismos, y la toxicidad del tratamiento administrado 

aumenta [3]. El desarrollo de nuevas terapias dirigidas puede dar paso a combatir 

la resistencia adquirida durante el tratamiento. Uno de los objetivos farmacológicos 

más prometedores de los fármacos contra el cáncer son los microtúbulos, 

constituidos por tubulina α y β, que son importantes en la división celular [5].  

En el presente trabajo se plantea el diseño de nuevos derivados híbridos de indoles 

(YPC-1A y YPC-2A) e indazoles (YPC-1–YPC-5) con combretastatina A-4 (CA-4); 

tomando en cuenta el trabajo realizado en el grupo de “síntesis y aislamiento de 

sustancias bioactivas”, donde se realizaron híbridos de indazoles con CA-4 

obteniendo un compuesto con actividad citotóxica de importancia y con afinidad por 

la tubulina [6]. Como apoyo en el diseño de las moléculas, se realizó acoplamiento 

molecular utilizando tres programas Autodock 4.2, AutoDock Vina y GOLD 

(funciones de puntuación ChemPLP score y GOLD Score), empleando la interfaz 

de la α/β-tubulina como sitio de unión.  

Se realizó la síntesis de los compuestos y su caracterización por resonancia 

magnética nuclear. Se realizaron pruebas de citotoxicidad en líneas celulares SK-

LU-1 (cáncer de pulmón) y HeLa (cáncer cervicouterino), se determinó el porcentaje 

de inhibición (50 μM) para los compuestos sintetizados por ensayo de sulforodamina 

B, así como la CI50 para los compuestos YPC-2A, YPC-2 y YPC-3.  
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2. MARCO TEÓRICO 

2.1 Cáncer: principal problema en la actualidad 

El cáncer es considerado como la principal causa de muerte a nivel mundial, con un 

estimado de 10 millones de muertes en 2020 [1]. El cáncer se puede definir como 

el crecimiento descontrolado de células anormales y la alteración dinámica del 

genoma, dando lugar a características cancerosas en las células normales. 

Además, la progresión del cáncer implica la afección de procesos biológicos de 

células sanas, se presenta la invasión de tejidos cercanos y la metástasis de tejidos 

lejanos [2, 3].  

Por lo que, existen tratamientos comunes contra el cáncer como la radioterapia, la 

cirugía, terapia combinada, terapia con láser, y hoy en día la opción más 

prometedora contra el cáncer, la quimioterapia [4]. Uno de los problemas que 

presenta la quimioterapia es que, tras la administración del fármaco, las células 

tumorales del paciente adquieren resistencia, el 90% de las fallas de la 

quimioterapia se dan durante la invasión o la metástasis; además de la falta de 

selectividad y el aumento de los efectos adversos [3].  

En México, el cáncer es problema de salud pública, debido a que es una de las 

principales causas de muerte en la población. De acuerdo con el Instituto Nacional 

de Estadística, Geografía e Informática (INEGI) en 2021 registraron 1,122,249 

defunciones, de las cuales 8 % fue por tumores malignos (90,123). La tasa de 

defunciones por esta causa aumentó, registrándose 7.06 defunciones por cada 10 

mil personas. Para los hombres de entre 30 y 59 años (Figura 1 apartado A), 

destacaron las defunciones por tumor maligno del colon, del recto y del ano con una 

tasa de 0.60 defunciones por cada 10 mil varones, mientras que en mujeres (Figura 

1 apartado B) tumor maligno de la mama, así como el del cuello del útero, con tasas 

de 1.52 y 0.88 defunciones por cada 10 mil mujeres, respectivamente. Para las 

personas adultas mayores (60 años y más), en hombres (Figura 1 apartado C) 

tumor maligno de la próstata con tasa de 10.59 y en mujeres (Figura 1 apartado D) 

tumor maligno de la mama con 4.81 defunciones por cada 10 mil mujeres (datos 

consultados en enero 2024) [7]. 
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Figura 1. Tasa de defunciones por tipo de tumor maligno, por grupos de edad y sexo, de 

acuerdo con lo registrado por el INEGI en 2021 (Defunciones por cada 10 mil habitantes 

en cada grupo de edad y sexo). 

2.2 Quimioterapia y la resistencia a fármacos 

La quimioterapia se refiere a la administración de sustancias químicas citotóxicas, 

es decir matar células, con el objetivo de erradicar el tumor o reducir la carga tumoral 

y mejorar la calidad de vida de los pacientes [5].  

Los mecanismos por los cuales los fármacos citotóxicos actúan en las células para 

inducir la muerte celular y/o detener el crecimiento celular, se han investigado 

principalmente en líneas de células tumorales. Sin embargo, existen muchas 

diferencias entre estos sistemas modelo y el cáncer en pacientes [5]. La resistencia 

a medicamentos se produce cuando las enfermedades se vuelven tolerantes a los 

tratamientos farmacéuticos, incluyendo el cáncer. Asimismo, hay diferentes tipos de 

cáncer que son inicialmente susceptibles a la quimioterapia, sin embargo, con el 
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tiempo pueden desarrollar resistencia [8]. Por lo tanto, los tumores pueden ser 

intrínsecamente resistentes a la quimioterapia antes del tratamiento, o adquirirse 

durante el tratamiento en tumores que inicialmente son sensibles a la quimioterapia 

[4]. 

Uno de los mecanismos más estudiados de resistencia a fármacos contra el cáncer 

se enfoca en reducir la acumulación de fármacos mejorando el flujo de salida, por 

lo que las proteínas de la familia de transportadores del sitio de unión a ATP 

(conocidas como ABC) permiten este flujo y son reguladoras en las membranas 

plasmáticas de las células sanas. La estructura de estos varía de una proteína a 

otra y se clasifican por la presencia de dos dominios distintos: uno de unión a 

nucleótidos altamente conservado y uno transmembrana más variable [8].  

Hay tres transportadores relacionados con células cancerosas resistentes a 

fármacos: la proteína 1 de resistencia a múltiples fármacos (MDR1), la proteína 1 

asociada a la resistencia a múltiples fármacos (MRP1) y la proteína de resistencia 

al cáncer de mama (BCRP). Cuando un sustrato determinado se une al dominio 

transmembrana, la hidrólisis del ATP en el sitio de unión del nucleótido genera un 

cambio en la conformación que empuja al sustrato fuera de la célula (mecanismo 

de eflujo). Relacionado a lo anterior, la resistencia a múltiples fármacos se ha 

relacionado con mayor frecuencia con la sobreexpresión de glicoproteína-P, que es 

producida por MDR1, y por tanto, se ha observado que se sobreexpresa en muchas 

líneas celulares resistentes a los fármacos y en varias leucemias y tumores sólidos 

[4, 8]. 

Hay otros factores que afectan la sensibilidad a los medicamentos; por ejemplo, el 

aumento de la salida de fármacos y la disminución de la entrada de fármacos, 

inactivación de fármacos, alteraciones en el objetivo del fármaco y evasión de la 

apoptosis, así como la alteración del metabolismo del fármaco, los cambios 

epigenéticos, los cambios en los objetivos de los fármacos y la mejora de la 

reparación del ADN (Figura 2) [4,9].  Incluso se sabe que, la participación de las 

células troncales de cáncer o células madre cancerosas, en la formación de células 
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cancerosas metastásicas, explica por qué el cáncer puede recaer en sitios distantes 

después de un tratamiento y una remisión aparentemente exitosa [8, 9]. 

 

Figura 2. Algunos mecanismos de resistencia a los fármacos en las células cancerosas.  

Con lo anterior, se tiene la necesidad de nuevos fármacos más eficaces en la 

quimioterapia contra el cáncer. Por lo que, las estrategias utilizadas actualmente 

para el desarrollo de fármacos citotóxicos se basan en observaciones empíricas, 

diseño racional de fármacos basado en blancos farmacológicos, síntesis de 

análogos de fármacos activos ya conocidos y el uso de sistemas de laboratorio para 

selección de propiedades citotóxicas entre los productos químicos disponibles [10, 

11, 12]. 

2.3 Microtúbulos: dianas terapéuticas contra el cáncer  

Los microtúbulos son polímeros no covalentes que constituyen el citoesqueleto de 

la célula, constituidos principalmente por un heterodímero de tubulina α y β, 

formando una red filamentosa que da forma a las células. Además, los microtúbulos 

son altamente dinámicos, es decir, un rápido intercambio de subunidades entre 

polímeros y una reserva de tubulina soluble [13, 14]. Esta característica es 

importante para la rápida reorganización del sistema de microtúbulos durante la 

transición entre la interfase y la mitosis y durante el movimiento celular [13]. 

Además, desempeñan actividades celulares importantes, como la mitosis, el 

transporte de vesículas intracelulares, la organización y el posicionamiento de los 
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orgánulos membranosos y la determinación de la forma y la motilidad de las células 

[14]. 

El componente principal de los microtúbulos es la α/β–tubulina y una variedad de 

componentes menores conocidos como proteínas asociadas a microtúbulos (MAP), 

cinasas y fosfatasas, así como interacciones coordinadas con otros componentes 

del citoesqueleto, como filamentos de actina y sitios de adhesión que contienen 

integrinas. Por lo tanto, son plegados y desplegados por chaperonas como un 

complejo heterodímero [15, 18, 21].  Los monómeros de α/β–tubulina (con masa de 

50,000 Da) son proteínas de aproximadamente 450 aminoácidos cada una y son 

idénticas en aproximadamente un 50% a nivel de aminoácidos [14, 19].  

Dando lugar a un ensamblaje que va de cabeza a cola para formar un protofilamento 

polar con tubulina-α expuesta en un extremo y tubulina-β en el otro. Asimismo, los 

protofilamentos se van ensamblando entre sí para formar un cilindro hueco, por lo 

que en células eucariotas se forman microtúbulos con 13 protofilamentos con 

diámetros interno y externo de 12 nm y 25 nm [13]. La estructura está organizada 

de manera polar, de modo que la subunidad de tubulina α está expuesta en un 

extremo (extremo negativo), mientras que la subunidad de tubulina β está expuesta 

en el otro (extremo positivo). Por ende, los dos polos difieren en sus propiedades 

dinámicas, siendo el extremo positivo más dinámico que el extremo negativo 

(Figura 3) [18, 21]. 



 
7 

 

Figura 3. Estructura de los microtúbulos, en donde la -tubulina queda expuesta en la 

terminal (+) y -tubulina en la terminal (-) y su dinámica, donde se lleva a cabo el proceso 
de polimerización y despolimerización.  

Los microtúbulos están compuestos por múltiples isoformas de tubulina, con 

diversas modificaciones postraduccionales conservadas evolutivamente. Esta 

diversidad de tubulina altera las propiedades intrínsecas de los microtúbulos, como 

su dinámica y mecánica, así como el reclutamiento y la actividad de los motores y 

las proteínas asociadas a los microtúbulos (MAP). En los seres humanos, los 

microtúbulos se componen de combinaciones mixtas de ocho isotipos de tubulina α 

y siete isotipos de tubulina β, que están codificados por diferentes genes en distintos 

cromosomas y poseen tejidos específicos (son importantes para la función de 

conjuntos de microtúbulos especializados en espermatozoides, plaquetas y 

neuronas). Los isotipos de tubulina comparten un alto grado de homología 

estructural, pero se distinguen entre sí por secuencias muy divergentes. Debido a 

que, los dominios N-terminal e intermedio de la proteína forman un cuerpo de 

tubulina globular rígido y altamente conservado que se apila para formar 

protofilamentos, mientras que la cola C-terminal de la proteína es un péptido 

altamente desordenado de 18 a 24 aminoácidos de longitud [15 16].  

Se ha observado que los microtúbulos compuestos por el isotipo de tubulina βIII son 

más dinámicos que los microtúbulos compuestos por isotipos de tubulina βII o βIV, 

que están asociados con microtúbulos más estables, por lo que la expresión 
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alterada de tubulinas βI, βII, βIVa y βV también se ha asociado con la resistencia a 

fármacos y resultados negativos en varios tipos de cáncer [13, 15, 16].  

De acuerdo con su participación en los procesos biológicos celulares básicos, las 

perturbaciones en las modificaciones de la tubulina y las enzimas que las introducen 

están asociadas con cánceres, trastornos del neurodesarrollo y neurodegenerativos 

[17]. Con lo anterior, la tubulina es capaz de interactuar con una gran cantidad de 

proteínas y moléculas pequeñas como nucleótidos y fármacos. Además, la tubulina 

es una GTPasa, que participa en la hidrólisis de GTP, ya que cada subunidad de 

tubulina α y β puede albergar una molécula de guanosina-5′-trifosfato (GTP) [22]. 

El GTP unido a α no se hidroliza ni se intercambia, pero el GTP unido a la tubulina 

β puede hidrolizarse a GDP (guanosina difosfato) cuando la tubulina se incorpora a 

la red de microtúbulos y se intercambia nuevamente a GTP en el dímero de tubulina 

despolimerizado. El aporte de energía procedente de la hidrólisis de GTP sirve para 

generar dinámicas de desequilibrio, y es el mecanismo fisicoquímico básico en la 

organización y motilidad dependiente de los microtúbulos (Figura 3) [16,19]. 

Los agentes que interfieren con la dinámica de los microtúbulos inhiben la capacidad 

de las células para completar con éxito la mitosis, por lo tanto, limitar la proliferación. 

Los fármacos que inhiben la dinámica de los microtúbulos se unen a la tubulina y, 

en concentraciones elevadas, provocan un aumento o disminución de la masa de 

microtúbulos en interfase del ciclo celular. Estos compuestos se clasifican como 

estabilizadores o desestabilizadores de microtúbulos, respectivamente [18]. Por 

consiguiente, ambas clases de fármacos inhiben la mitosis a través de un 

mecanismo similar de ralentización de la dinámica de los microtúbulos, lo que da 

como resultado la detención mitótica y la apoptosis [20]. 

2.4 Agentes estabilizadores y desestabilizadores de tubulina 

2.4.1 Agentes estabilizantes   

Son agentes capaces de promover estructuras poliméricas de tubulina incluso 

cuando la molécula GDP desfavorable está unida, refiriéndose a que cuando se está 
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llevando a cabo la hidrolisis de GDP el núcleo del protofilamento inestable se acorta 

rápidamente a medida que las subunidades de tubulina-GDP se liberan de los 

extremos del microtúbulo. y por tanto, son más eficaces que las proteínas 

endógenas asociadas a los microtúbulos para estabilizarlos. Hay varias categorías 

de fármacos como los taxanos, epotilonas y agente del sitio de unión de laulimalida, 

como se ejemplifica en la Figura 4 [22]. 

 

Figura 4. Moléculas estabilizantes de los microtúbulos. Paclitaxel (sitio de unión de 

taxanos) y laulimalida (sitio de unión de Laulimalida). 

2.4.1.1 Sitio de unión de Taxanos 

Son agentes dirigidos a microtúbulos que estabilizan los protofilamentos de β-

tubulina unidos al GDP dándoles una conformación que se asemeja a la estructura 

más estable unida al GTP. La unión de taxanos produce un cambio en el equilibrio 

de los heterodímeros de tubulina de la forma soluble a la polimerizada, lo que resulta 

en la agrupación de microtúbulos en la interfase [18, 23]. Un ejemplo es el paclitaxel 

(Taxol, Bristol-Meyers Squibb), tratamiento de varias neoplasias sólidas, incluidas 

las de mama, ovario y próstata. Por lo que, induce la formación de microtúbulos que 

contienen 12 protofilamentos en lugar de los 13 típicos [24].  

Los taxanos presentan limitantes como las toxicidades de la dosis de la 

inmunosupresión y la neuropatía periférica, así como la resistencia a los 

medicamentos inherente y adquirida. La forma de resistencia a taxanos más 

relevante es la sobreexpresión del transportador de fármacos del sitio de unión a 

ATP (ABC) de la glicoproteína-P. La sobreexpresión intrínseca de glicoproteína-P 

en el hígado, el riñón y el tracto intestinal ha limitado el uso de taxanos en tumores 
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derivados de estos tejidos [24]. Por lo que, para mejorar la farmacología del 

paclitaxel, se introdujo su análogo semisintético, el docetaxel, taxano de segunda 

generación, más soluble en agua y más activo que el paclitaxel contra la 

proliferación de células cancerosas; se usa para tratar tumores malignos de mama 

y próstata [18, 24]. 

Asimismo, el paclitaxel eleva la nucleación y el alargamiento de los microtúbulos, 

además el sitio de unión está en la subunidad β y está ubicado dentro de la 

superficie del polímero. Por otro lado, facilita el ensamblaje de tubulina, lo que da 

como resultado polímeros de tubulina muy resistentes con microtúbulos más cortos, 

la mayoría de las células muestran conjuntos de microtúbulos anormales que 

aparecen en láminas y agrupados [25, 26].  

2.4.1.2 Sitio de unión de Laulimalida  

Laulimalida es un producto natural, es un macrólido de 18 miembros que contiene 

nueve carbonos quirales y dos anillos de dihidropirano y contiene un epóxido 

transdisustituido y un 2,3-zenoato. Asimismo, tiene actividad citotóxica, aislado de 

esponjas marinas (Hyattella sp. y Cacospongia mycofijiensis), estructuralmente 

diferente a los taxanos. Sin embargo, al igual que el paclitaxel, la laulimalida se une 

a la tubulina mejorando el ensamblaje y la estabilización de los microtúbulos [22, 

27, 28]. 

Esta molécula, muestra una potente inhibición de la proliferación celular contra 

numerosas líneas celulares cancerosas, con valores de CI50 en el rango de nM. 

Además, a diferencia del paclitaxel, la laulimalida también es muy potente contra 

líneas celulares cancerosas multirresistentes (MDR) que sobreexpresan la 

glicoproteína P, lo que sugiere que son sustratos deficientes para el transporte por 

esta proteína [27-29]. 

Su mecanismo de acción se basa en una reorganización dependiente de la dosis 

de la red de microtúbulos celulares y lleva a las células a detenerse en la etapa 

G2/M del ciclo celular, aumentando la densidad de los microtúbulos en interfase con 

la formación de haces en el citoplasma de las células en interfase y husos mitóticos 
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anormales. Por otro lado, induce la convolución nuclear y la formación de múltiples 

micronúcleos, y los polímeros de tubulina inducidos por laulimalida son más largos, 

a comparación de los polímeros inducidos por paclitaxel [29, 30]. 

2.4.2 Agentes desestabilizantes  

Son agentes que interfieren con la dinámica de la tubulina. Incluyen fármacos que 

se unen al sitio de unión del alcaloide de la vinca y al sitio de unión de la colchicina, 

o alquilan grupos sulfhidrilo de la tubulina [22, 23]. 

 

Figura 5. Moléculas desestabilizantes de los microtúbulos. Vinblastina (sitio de unión de 

alcaloides de la vinca), maitansina (sitio de unión de maitansina), pironetina (sitio de unión 

de pironetina) y colchicina (sitio de unión de colchicina). 

2.4.2.1 Sitio de unión de alcaloides de la Vinca 

Los alcaloides de la vinca son productos naturales obtenidos de la planta bígaro de 

Madagascar, Catharanthus roseus y tienen efectos hipoglucemiantes y citotóxicos, 

además, se utilizan para tratar la diabetes, la presión arterial alta y para combatir el 

cáncer. Hay cuatro alcaloides principales de la vinca de uso clínico: vinblastina, 

vinorelbina, vincristina y vindesina [31]. 
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El mecanismo de inhibición de la polimerización o ensamblaje de tubulina fue 

descrito desde 1965. Los alcaloides de la Vinca detienen el ciclo celular en metafase 

mediante una unión rápida y reversible a la subunidad β-tubulina en una región 

llamada dominio Vinca. La unión de los alcaloides de la vinca a estos sitios 

interrumpe la congregación de los microtúbulos, pero uno de los efectos más 

importantes de las bajas concentraciones del fármaco puede ser la disminución de 

las tasas de crecimiento y acortamiento en el extremo de ensamblaje de los 

microtúbulos, lo que puede causar supresión de la función [32, 33]. 

La vincristina se combina con otros fármacos para tratar la leucemia linfoblástica 

aguda y tanto en los linfomas de Hodgkin como en los no Hodgkin.  Los alcaloides 

de la vinca son la segunda clase de medicamentos contra el cáncer más utilizados 

y permanecerán entre las terapias principales contra el cáncer [34, 35]. 

2.4.2.2 Sitio de unión de Pironetina 

El sitio de unión de la pironetina se encuentra exclusivamente dentro de la α-

tubulina. La pironetina y sus derivados dimetílicos desestabilizan la polimerización 

de los microtúbulos e impiden la progresión mitótica [36]. La pironetina (Figura 8) 

es el único producto natural caracterizado cristalográficamente para unirse 

únicamente a α-tubulina. Es un policétido aislado del caldo de fermentación y la 

pasta celular de Streptomyces prunicolor y Streptomyces s. [37]. 

Estos ligandos se unen a un sitio hidrofóbico en la subunidad de la α-tubulina, 

adyacente a la interfaz de los dímeros de α/β-tubulina. Además, se encargan del 

desmontaje de los protofilamentos de los microtúbulos interfiriendo los contactos 

longitudinales entre dímeros. La pironetina se une a Cys316 de tubulina α por adición 

de Michael. Además, debido a la proximidad de Lys352 a Cys316, es posible que estos 

residuos estén involucrados en la transferencia de protones, potenciando la unión 

de pironetina. Debido a su peculiar sitio de unión, estos compuestos pueden ser 

eficaces para el tratamiento de tumores con resistencia a los fármacos dirigidos a la 

β-tubulina [38, 39]. 
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2.4.2.3 Sitio de unión de Maitansina 

La maitansina (Figura 8) es una estructura macrólido de 19 miembros unida a un 

anillo de benceno clorado, aislado del arbusto Maytenus ovatus. El efecto 

antimitótico de la maitansina se ha atribuido a su capacidad para inhibir el 

ensamblaje de microtúbulos mediante la unión a tubulina, cerca del sitio de unión 

de vinblastina [40, 41].  

La maitansina es eficaz in vivo contra el carcinoma de pulmón de Lewis y los 

tumores sólidos de melanocarcinoma murino B16 y tiene actividad antileucémica 

contra la leucemia linfocítica murina. Sin embargo, su utilidad en la clínica se ha 

visto obstaculizada por efectos secundarios graves y escasa eficacia [40]. 

Los datos bioquímicos y de mutagénesis de la maitansina consiguieron que este 

fármaco se aprobara por la FDA para el tratamiento del cáncer de mama avanzado. 

La maitansina se une al lado expuesto de la subunidad β-tubulina, por lo que 

funciona bloqueando la interacción del protofilamento longitudinal, ya sea inhibiendo 

la adición de dímeros o mediante la formación de complejos no funcionales con β-

tubulina. A diferencia de los alcaloides de la Vinca, la maitansina impide la rotación 

correcta de las subunidades β cargadas de GTP en los extremos negativos de los 

microtúbulos [36, 41].  

2.4.2.4 Sitio de unión de Colchicina  

La colchicina, es un producto natural obtenido de Colchicum autmnale y Gloriosa 

superba, utilizada en el tratamiento de enfermedades autoinflamatorias y gota, 

también tiene aplicación en otras enfermedades como pseudogota, fiebre 

mediterránea familiar, amiloidosis, cirrosis hepática y biliar. Por lo que, presenta 

actividad antiinflamatoria, antimitótica y antifibrótica [35, 42].  

La colchicina de fue el primer agente natural de interacción con β-tubulina de esta 

clase [43]. La interacción en alta concentración con β-tubulina desestabiliza los 

microtúbulos y conduce a las células a la apoptosis, sin embargo, no se utiliza como 

fármaco anticanceroso debido a su neurotoxicidad y escasa solubilidad [22, 44]. Los 
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compuestos que se unen al sitio de la colchicina tienen potencial para eludir varios 

mecanismos de resistencia a múltiples fármacos, como la sobreexpresión de los 

transportadores ABC, así como la sobreexpresión del gen MDR1, que codifica la 

bomba de salida del fármaco de la glicoproteína-P, otros mecanismos que incluyen 

mutaciones en la tubulina y la sobreexpresión de la isoforma βIII y además, 

muestran actividad de alteración vascular para prevenir la formación de nuevos 

vasos sanguíneos en el tumor [45]. 

La colchicina mostró necrosis hemorrágica en tumores experimentales, sin 

embargo, la ventana terapéutica fue muy limitada y los estudios se redujeron debido 

su toxicidad. Por lo que, en los últimos años, se han aislado varios compuestos 

como las combretastatinas que muestran una similitud estructural con la colchicina 

y poseen una mayor afinidad por el sitio de unión de la colchicina en la tubulina que 

la propia colchicina. Por otro lado, también se ha descrito que la colchicina, a 

comparación de las combretastatinas, se une de manera irreversible a la tubulina, 

es un factor importante para considerar en el diseño de fármacos. [46, 47]. 

 

Figura 6. Representación 3D de los sitios de unión del heterodímero de /-tubulina con 

los agentes estabilizantes y desestabilizantes. La subunidad α se muestra de color azul 

oscuro y el sitio de unión de pironetina (verde), la subunidad β se muestra de color azul 

claro y el sitio de unión de colchicina (amarillo), el sitio de unión de taxano (rojo), el sitio de 
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unión de laulimalida (morado), el sitio unión de alcaloides de la vinca (rosa) y el sitio de 

unión de maitansina (azul). 

2.5 Combretastatina A-4 como agente desestabilizante de la tubulina  

La combretastatina A-4 (CA-4), fue aislada de un sauce sudafricano Combretum 

caffrum, ha demostrado tener una citotoxicidad elevada contra una variedad de 

células cancerosas, incluidas las líneas celulares de cáncer resistentes a múltiples 

fármacos. Además, ha mostrado tener similitud estructural con la colchicina y posee 

una alta afinidad por el sitio de unión a la colchicina [48, 49]. Se realizaron estudios 

para determinar la afinidad de los isómeros cis y trans de la CA-4, demostrando que 

la interacción tubulina-cis-CA-4 es más estable que tubulina-trans-CA-4 mediante 

la unión de ΔGunión trans-cis = -5,5 ± 1 kcal/mol, que se obtiene a través de un ciclo 

termodinámico para calcular la diferencia en la energía libre de unión, ΔΔGunión trans-

cis, entre los isómeros trans-CA-4 y cis-CA-4 en agua (sin unir) y en complejo con 

tubulina (unida). y con las estadísticas de Boltzmann, esta diferencia de energía se 

traduce en un aumento de aproximadamente 10,000 veces en la afinidad de unión 

de la tubulina por cis-CA-4 respecto a trans-CA-4 [53]. 

Se ha observado en estudios in vitro que una exposición corta a CA-4 produce 

efectos antiproliferativos/citotóxicos a largo plazo contra las células endoteliales en 

proliferación, pero no contra las células que estaban inactivas antes y durante la 

exposición al fármaco, además se observó que el efecto citotóxico selectivo del CA-

4 está mediado por la inducción de la apoptosis, además de que presenta actividad 

anti-vascular evitando la progresión de los tumores. Por lo que, la CA-4 muestra 

una potente actividad anticancerosa, inhibe la polimerización de tubulina con una 

CI50 de 1.0 µM y el crecimiento de células cancerosas MCF-7 (cáncer de mama) 

con una CI50 de 13 µM. Con lo anterior, los análogos de CA-4 son un objetivo como 

posible candidato contra el cáncer [22, 49, 50]. 

Estudios previos sobre la relación estructura-actividad de CA-4 mostraron que la 

presencia de un doble enlace de configuración cis en el puente C-2 es necesaria 

para una alta actividad citotóxica, así como el 3,4,5-trimetoxi-sustituido del anillo A 
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y el 4-metoxi sustituido del anillo B son importantes para la citotoxicidad y la unión 

en el sitio de la colchicina [51].  

En el complejo tubulina-CA-4, se observa que en el anillo A con 3,4,5-metoxi-

sustituido hay interacciones hidrofóbicas formado por los residuos βVal238, βCys241, 

βLeu242, βLeu248, βAla250, βLeu255, βAla316, βIle318, βAla354 y βIle378, mientras que en el 

anillo B sustituido con 3´-hidroxi-4´-metoxi se encuentra βAsn258 y βLys352. Se 

estabiliza mediante interacciones hidrófobas con los residuos αThr179, αAla180, 

αVal181 βMet259, βAla316 y βAsn349.  Y se forman dos enlaces de hidrógeno entre el 

3´-OH y la amida de la cadena principal de αVal181 y αThr179 (Figura 7) [52, 53. 54]. 

     

Figura 7. Estructura e interacciones de la CA-4 con la interfaz α/β-tubulina en 3D de 

acuerdo con la literatura [54].  

Al investigar el uso de combretastatina A-4 como posible tratamiento contra el 

cáncer, no muestra la actividad esperada in vivo debido posiblemente a su pobre 

biodisponibilidad causada por su baja solubilidad y la inestabilidad de su 

conformación cis, que cambia fácilmente para formar el isómero trans. Con lo 

anterior, se han sintetizado y caracterizado varios derivados de CA-4, ya que su 

estructura química permite realizar un gran número de modificaciones [56].  

La modificación estructural de CA-4 se refiere al anillo A o B, y al doble enlace del 

puente de eteno. Se han realizado análisis SAR (relación estructura-actividad), el 

cual mostró que la presencia de un anillo A sustituido con 3,4,5-trimetoxi, un anillo 

B sustituido con 4-metoxi y un doble enlace en la configuración cis son cruciales 

para la unión de tubulina y la acción antiproliferativa de CA-4. La presencia del grupo 

hidroxilo en el anillo B no es necesaria para la adecuada actividad del compuesto, 
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lo que lo convierte en un lugar interesante para llevar a cabo la modificación de la 

estructura química [56, 57].  

Se han realizado modificaciones estructurales a CA-4, agregando grupos fosfato, 

dando característica de profármacos de las combretastatinas, y se ha observado 

que muestran una mejor solubilidad acuosa y son metabolizados a sus formas 

activas por la fosfatasa, que ejerce una alta actividad en el entorno del tumor. Un 

ejemplo es Zybrestat (CA-4P o fosbretabulina), que tiene actividad antineoplásica 

de modelos tumorales realizados en estudios preclínicos y actualmente se 

encuentra en ensayos clínicos de Fase III. Adicional a lo anterior, existen otros 

fármacos derivados de CA-4 que se encuentran actualmente en estudios preclínicos 

y clínicos como posibles candidatos a fármacos [56]. 

2.6 Importancia de los heterociclos en el desarrollo de fármacos  

Los heterociclos son compuestos cíclicos, en los que uno o más átomos de carbono 

del anillo son reemplazados por heteroátomos como nitrógeno, azufre y oxígeno. 

[58]. Asimismo, los heterociclos que contienen nitrógeno y azufre han logrado tener 

relevancia en la síntesis orgánica debido a su alta estabilidad y a sus características 

fisicoquímicas. Sumado a lo anterior, heterociclos que contienen nitrógeno de cinco 

miembros son importantes en la mayoría de las moléculas de fármacos sintéticos 

[59, 61]. 

La capacidad de los heterociclos para participar en una amplia gama de 

interacciones intermoleculares, como interacciones de apilamiento π, capacidad 

donadora y aceptora de enlaces de hidrógeno, enlaces de coordinación de metales, 

así como fuerzas hidrofóbicas y de Van der Waals, les permite tener interacciones 

mejoradas en los sitios de unión del inhibidor de los diferentes objetivos [60].  

2.6.1 Indoles 

El indol es una molécula bicíclica plana en la que el anillo de benceno está fusionado 

a través de las posiciones 2 y 3 del anillo de pirrol que contiene nitrógeno. Tiene 10 

electrones π (8 en los dobles enlaces y 2 de los pares libres de electrones en el 
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nitrógeno), es de naturaleza aromática según la regla de Huckel. Debido a la 

deslocalización del exceso de electrones π, el indol sufre fácilmente reacciones de 

sustitución electrofílica similares al anillo de benceno [61].  

Además, son muy reactivos con ácidos fuertes debido a su basicidad débil y, debido 

a los cálculos de orbitales moleculares, la posición 3 del indol tiene la densidad 

electrónica más alta y es la posición más reactiva para reacciones de sustitución 

electrofílica. Dado que, el enlace N-H en el indol es ligeramente ácido, sufre 

reacciones de sustitución en condiciones básicas [61, 62]. 

El indol está integrado en las proteínas en forma de aminoácido triptófano, además 

es la base de fármacos como la indometacina y proporciona la estructura principal 

de los alcaloides del indol, que son compuestos biológicamente activos de plantas 

como la estricnina y el LSD [63]. Adicional a lo anterior, se ha descubierto que los 

alcaloides indol, vallesiacotamina e isovallesiacotamina aislados de los frutos de 

Anthocephalus cadamba exhiben una potente actividad anticancerosa y los 

alcaloides indol de productos naturales marinos muestran numerosas actividades 

biológicas, incluidas citotóxicas, antivirales, antimicrobianas y antiparasitarias, 

antiinflamatorio, actividad antagonista de la calmodulina y actividad 

antitopoisomerasa-I [64]. 

Además, los indoles se encuentran en importantes moléculas de fármacos 

sintéticos, como inhibidores de la proteasa 3CL del coronavirus del SARS, actividad 

anti-VIH, antituberculosa, anticonvulsivante y coinfección VIH-TB, incluyendo 

actividades involucradas; contra el cáncer, antihipertensivos, antidepresivos, como 

agentes antipsicóticos, antiemético, analgésico, antiasmático, antivirales, 

antiarrítmico. En la Figura 8 se muestran ejemplos de fármacos derivados de indol 

[65, 66]. 

Con lo anterior, el indol ha atraído la atención de los investigadores y sus derivados 

se han convertido en un área de investigación debido a sus propiedades 

farmacológicas. Se considera entre las "estructuras privilegiadas" que se unen a 

múltiples receptores con alta afinidad, lo que lleva al desarrollo de nuevos fármacos 
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bioactivos, por ejemplo, se utiliza para el diseño y desarrollo de agentes 

anticancerosos basados en objetivos [64, 67].  

2.6.2 Indazoles 

Emil Fisher define el indazol como un anillo de pirazol fusionado con el anillo de 

benceno, que también se denomina moléculas heterocíclicas de benzopirazol o 

isoindazolona. El indazol presenta tres formas tautoméricas que incluyen 1H-

indazol, 2H-indazol y 3H-indazol. A diferencia de las formas 2H o 3H, el 1H-indazol 

es termodinámicamente estable y es el tautómero predominante. Los derivados de 

2H-indazol son bases más fuertes que los derivados de 1H-indazol, lo que da como 

resultado que la afinidad de los protones del nitrógeno del anillo para los derivados 

de indazol es mayor para el 2H- que para el 1H-indazol [68 69]. 

De acuerdo con la investigación de Kuhn y colaboradores en 2014, determinaron 

que dependiendo del tautómero de indazol, de la planaridad del anillo heterocíclico, 

de las sustituciones de cadenas laterales de diferentes longitudes y funcionalización 

posicional pueden conducir a una variedad de derivados de indazol y podrían ser 

factores que influyan en las propiedades biológicas de los compuestos [70].  

Los indazoles presentan diversas propiedades biológicas, como antiinflamatorias, 

antibacterianas, anti-VIH, antiarrítmicas, antifúngicas, y antitumorales. En particular, 

cabe señalar que al menos 43 agentes terapéuticos a base de indazol han estado 

en el ámbito clínico; aplicación o ensayos clínicos [71, 72]. Más de dos tercios de 

los fármacos anticancerosos innovadores aprobados por la Administración de 

Alimentos y Medicamentos (FDA) entre 2016 y 2020 contienen una fracción de 

indazol, lo que ha dado lugar al desarrollo de medicamentos anticancerosos [68]. 

Algunos fármacos contra el cáncer a base de indazol como: el Niraparib que fue 

registrado por la FDA para el tratamiento del cáncer de trompas de Falopio, cáncer 

epitelial recurrente de ovario, próstata y mama, mientras que Axitinib y Pazopanib 

bloquean la enzima tirosina quinasa, que se utiliza en el carcinoma de células 

renales. En la Figura 8 se muestran ejemplos de derivados de indazol [73]. 
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Las propiedades biológicas de los derivados de indazol, los convierten en moléculas 

relevantes en la síntesis química, en la fabricación de cosméticos, polímeros y 

antioxidantes. Además, la modificación que se puede realizar en los anillos 

heterocíclicos con sustituyentes les permite cubrir un amplio espacio químico, lo que 

los ayuda a ser una excelente opción en el desarrollo de fármacos contra el cáncer 

[74, 75].  

 

Figura 8. Ejemplos de fármacos derivados de indol e indazol aprobados por la FDA para 

su uso contra el cáncer. 

 

3. ANTECEDENTES 

Hallazgos históricos informan sobre el uso de plantas con fines medicinales por 

parte de los primeros humanos por la necesidad de aliviar las manifestaciones de 

las enfermedades. Ese conocimiento se transmitía de generación en generación, 

por lo que por años se registraron diversas plantas con propiedades medicinales y 

se usaban para tratar afecciones patológicas [76].  

La investigación química y farmacéutica se expandió enormemente durante el siglo 

XX, siendo los organismos vivos una rica fuente de compuestos bioactivos. Algunas 
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plantas podrían usarse directamente como fármacos, sin embargo, los avances en 

la química sintética han permitido que los productos naturales sirvieran como guía 

para el desarrollo de análogos sintéticos y semisintéticos con propiedades 

farmacológicas mejoradas. Hoy en día, los productos naturales y sus derivados han 

demostrado ser útiles para estudiar vías celulares específicas tanto en células 

normales como tumorales [77, 78]. 

Varios productos naturales y sus derivados, como paclitaxel, docetaxel, vinblastina, 

vincristina, vinorelbina, vindesina e ixabepilona, son actualmente de gran relevancia 

en el tratamiento contra el cáncer (Figura 9), además, son agentes dirigidos a los 

microtúbulos. Otros productos naturales como combretastatinas, epotilonas, 

dolastatinas y 2-metoxiestradiol se encuentran en ensayos clínicos [79].  

 

Figura 9. Productos naturales utilizados como tratamiento contra el cáncer. 

Sumado a lo anterior, la hibridación molecular es una estrategia de diseño racional 

de fármacos que se basa en el reconocimiento de subunidades farmacofóricas en 

la estructura de dos o más derivados bioactivos en los que, a través de una fusión 

adecuada de las subunidades, dan como resultado nuevas moléculas híbridas que 

mantienen características previamente determinadas o nuevas entidades químicas 

altamente activas (Figura 10) [80]. Es un concepto utilizado en el diseño y desarrollo 

de fármacos para generar compuestos híbridos con afinidad y eficacia mejoradas, 

en comparación con los fármacos originales. Además, tienen la finalidad de eliminar 

los efectos secundarios conocidos de los fármacos individuales, así como mejorar 

su efecto en un objetivo específico o interactuar con múltiples objetivos como una 

sola molécula, reduciendo el riesgo de interacciones entre medicamentos y 

minimizar la resistencia a los medicamentos [81] 
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Por ejemplo, se puede utilizar una combinación de dos o varios fármacos 

directamente o conectados a través de un enlace, por lo que la conexión se puede 

lograr usando enlaces escindibles o no escindibles. Para usar enlaces no 

escindibles se basa en la capacidad de las diferentes moléculas para conservar su 

actividad biológica y su afinidad específica por la diana farmacológica. Por otro lado, 

el enfoque que utiliza un enlace escindible se basa en la liberación de dos 

estructuras moleculares parentales en condiciones fisiológicas o enzimáticas que 

se mantienen y tiene como objetivo mejorar las propiedades farmacocinéticas [82].  

 

Figura 10. Ejemplo de híbridos de CA-4 e isocombretastatina A-4. 

El diseño de fármacos híbridos está en constante evolución y sigue siendo esencial 

para el descubrimiento de fármacos anticancerosos potentes e innovadores. Para 

ello, varios grupos de investigación están ideando y probando nuevas estrategias 

químicas y bioquímicas para su desarrollo [80]. 

Aprovechando el enfoque de hibridación molecular, en el grupo de investigación de 

“síntesis y aislamiento de sustancias bioactivas” realizó la síntesis de siete 

derivados de CA-4 y 2,3-difenil-2H-indazol, los cuales mostraron actividad citotóxica 

importante. Especialmente el compuesto b (Figura 11), con actividad citotóxica 

contra células HeLa y SK-LU-1 (CI50 de 0.16 y 6.63 µM, respectivamente) y se 

realizaron curvas de polimerización de tubulina, lo que sugieren afinidad con la 

tubulina [6].  

Asimismo, Flynn y colaboradores investigaron híbridos de indol, en donde se 

observó que los compuestos c y d (Figura 11) presentaban inhibición de la 
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polimerización de tubulina (CI50 de 4.1 y 1.6 µM respectivamente), lo que indica que 

la presencia del átomo de nitrógeno en el sistema de indol puede ser un factor 

favorable para la bioactividad como agente desestabilizante de tubulina en 

compuestos híbridos con combretastatinas [83]. 

Por otro lado, Cui y colaboradores investigaron híbridos de indazol y CA-4, en donde 

se observó que los compuestos e y f (Figura 11) tienen actividad anti-proliferativa 

contra líneas celulares A-549 (adenocarcinoma de pulmón humano), HCT-116 

(adenocarcinoma colorrectal humano) y HepG2 (carcinoma de hígado humano), 

mostrando concentración inhibitoria (CI50) relevante, lo que indica que la presencia 

de los átomos de nitrógeno, el patrón de sustitución de los anillos (3,4,5-

trimetoxifenilo) en la posición 2 y 3 del indazol y la sustitución de grupos 

electrodonadores en posición 5 pueden favorecer la actividad [84].  

 

Figura 11. Moléculas híbridas derivadas de CA-4 (a), compuesto híbrido de CA-4 y 2,3-

difenil-2H-indazol (b), compuestos híbridos de CA-4 e índol (c, d), compuestos híbridos 

de CA-4 e indazol (e, f). CA-4 (naranja, derivado de indol (rojo), derivado de indazol 

(azul). 

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Actualmente, el cáncer es una de las principales causas de muerte, no solo en la 

población mexicana sino a nivel mundial. Se sabe que existen diversos tratamientos, 

siendo la quimioterapia una de las más prometedoras, sin embargo, se ve limitada 

por la resistencia a fármacos adquirida durante el tratamiento, así como los efectos 

adversos ocasionados por los fármacos.  

Tomando en cuenta lo anterior, es de gran importancia desarrollar nuevas 

alternativas que ayuden en el tratamiento contra el cáncer, así como diseñar nuevas 
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moléculas dirigidas y específicas, que disminuyan los efectos adversos, la toxicidad 

y evitar la posible resistencia a fármacos en el tratamiento administrado, 

Por tanto, moléculas diseñadas dirigidas a los microtúbulos, que están constituidos 

por tubulina α y β, además están compuestos por múltiples isoformas de tubulina, 

con diversas modificaciones postraduccionales conservadas. Por lo que, altera las 

propiedades intrínsecas de los microtúbulos, como su dinámica y mecánica y la 

actividad de las proteínas asociadas a los microtúbulos. En los seres humanos, los 

microtúbulos se componen de combinaciones mixtas de ocho isotipos de tubulina α 

y siete isotipos de tubulina β, que están relacionados con tejidos específicos y la 

expresión alterada de tubulinas βI, βII, βIVa y βV también se ha asociado con la 

resistencia a fármacos y resultados negativos en varios tipos de cáncer. 

Por tanto, los microtúbulos han sido un enfoque relevante para los investigadores, 

como lo son derivados de combretastatina A-4, que favorecen la desestabilización 

de los microtúbulos en las células cancerosas, ocasionando citotoxicidad en 

diversos tipos de cáncer.  

5. HIPÓTESIS 

Los compuestos diseñados y evaluados in silico empleando acoplamiento 

molecular, serán sintetizados y presentarán actividad citotóxica sobre células HeLa 

y SK-LU-1. 

6. OBJETIVOS 

6.1 Objetivo general 

Realizar la síntesis y evaluación de cinco compuestos representativos de 

difenilindoles y difenilindazoles, así como comparar los resultados obtenidos de los 

estudios de acoplamiento molecular con la evaluación de citotoxicidad en líneas 

celulares. 

6.2 Objetivos particulares  



 
25 

• Determinar las posibles interacciones y el score de los ligandos con el sitio 

de unión en la interfaz de α/β de la tubulina con tres programas diferentes.  

• Sintetizar los compuestos propuestos por métodos de síntesis convencional. 

• Caracterizar los compuestos sintetizados mediante resonancia magnética 

nuclear. 

• Evaluar el efecto citotóxico in vitro de los compuestos sintetizados sobre 

células HeLa y SK-LU-1. 

7. MATERIALES Y MÉTODOS 

7.1 Diseño de los derivados propuestos 

En el presente trabajo se diseñaron cinco moléculas (YPC-1–YPC-5), derivadas de 

indazol con sustituyentes de grupos -OCH3 en las posiciones 5 y 6. Mientras que, 

en las posiciones 2 y 3 se tienen anillos aromáticos disustituidos con el sustituyente 

-OCH3 en posición para y el sustituyente -OH en posición meta o trisustituidos con 

3, 4 y 5 con grupos -OCH3 o sin sustituyentes (Figura 12). El objetivo de hacer 

intercambio de la posición de los sustituyentes de los anillos A y B, es ver la 

influencia de los sustituyentes con respecto a la actividad citotóxica en líneas 

celulares cancerosas y realizar el análisis de las interacciones con el sitio de unión 

de la colchicina.  

Por otro lado, se diseñaron derivados de indol disustituidos con grupos -OH y -OCH3 

(YPC-2A) y sin sustituyentes (YPC-1A), con la finalidad de comparar la influencia 

del N en el anillo heterocíclico y de los sustituyentes de los anillos aromáticos A y B 

en la citotoxicidad en líneas celulares cancerosas. Adicional a lo anterior, las 

estructuras de las moléculas YPC-2A y YPC-2 son análogos del compuesto b, que 

se muestra en la Figura 12, el cual dicho compuesto presenta actividad importante 

frente a seis líneas celulares cancerosas [105]. 
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Figura 12.  Estructura de la CA-4, compuestos híbridos b y c (obtenido por el grupo de 

trabajo) y compuestos derivados propuestos. La CA-4 se aprecia en color rosa (anillo A) y 

azul (anillo B), los grupos -OCH3 (color naranja) en las posiciones 5 y 6 del indazol. 

7.2 Procedimiento para la predicción de propiedades fisicoquímicas  

Se generaron los códigos SMILES de las siete moléculas propuestas (YPC-1A, 

YPC-2A, YPC-1–YPC-5) utilizando el programa ChemDraw Professional 16.0. [85] 

se ingresaron en la plataforma SwissADME [86] y se calcularon los parámetros 

fisicoquímicos para cada molécula propuesta. 

7.3 Procedimiento para análisis de acoplamiento molecular 

7.3.1 Preparación de los ligandos 

Los ligandos se construyeron en el programa ChemDraw Professional 16.0 y fueron 

minimizados en el programa Avogadro V1.0.1. [87] usando el campo de fuerza 

universal (UFF) y agregando los H para un ambiente con pH= 7.4, los ligandos se 

guardaron con una extensión *.pdb. Posterior a esto, empleando AutoDockTools 
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1.5.6 (ADT) [88] se asignaron cargas Gasteiger y se definieron los enlaces rotables 

para cada molécula, y se guardaron con extensión *.pdbqt. Adicionalmente, los 

ligandos fueron guardados con la extensión *.mol2 generados en el programa GOLD 

[89] para el acoplamiento molecular en este último programa. 

7.3.2 Preparación de la proteína  

La estructura cristalográfica del complejo tubulina-CA-4 (5LYJ) se recuperó de la 

base de datos Protein Data Bank [90] en formato *.pdb, en la que se seleccionaron 

las cadenas A y B, se eliminaron las moléculas de disolvente, así como los 

cofactores y ligandos utilizando el programa PyMOL v2.4.1 [91]. La proteína se 

sometió a un proceso de minimización utilizando el servidor de YASARA v21.8.27 

[92] obteniendo un archivo con extensión *.sce, posteriormente se limpió la proteína 

con el programa UCSF Chimera [93]. El archivo fue exportado a AutoDockTools 

1.5.6 para preparar las simulaciones de acoplamiento molecular.  

Las simulaciones de acoplamiento molecular se realizaron usando una caja cúbica 

(grid box) de tamaño 50 X 50 X 50 Å con un espacio de 0.347 Å, enfocado en el sitio 

de unión de CA-4 co-cristalizada en la interfaz de α/β de la tubulina (coordenadas: 

x=17.85, y=65.75 y z=42.59). El archivo generado se guardó con extensión *.pdbqt. 

7.3.3 Acoplamiento molecular 

El estudio de acoplamiento molecular de las moléculas propuestas se realizó con 

tres softwares:  AutoDock 4.2, AutoDock Vina [94] y GOLD. Se analizó la afinidad 

por el sitio de unión de CA-4 co-cristalizada en la interfaz de α/β de la tubulina y se 

seleccionaron las conformaciones con mínima energía, menor ΔG (kcal/mol) o 

mayor puntaje de unión (determinado en el programa GOLD), y se comparó con el 

ligante co-cristalizado (CA-4).  

Cada ligando con la energía libre de unión más baja se seleccionó para el análisis. 

Las interacciones entre ligando-receptor, así como las conformaciones se 

analizarán en el programa PyMOL v2.4.1 y los diagramas 2D de interacciones con 

el programa Discovery Studio Visualizer v20.1.0. 
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Se realizó el análisis de los resultados obtenidos para cada uno de los ligandos, 

considerando la mejor conformación con afinidad en el sitio de unión, además, las 

conformaciones con un ΔG de unión menor o igual respecto a la CA-4, para 

AutoDock 4.2 y AutoDock Vina; en el caso de GOLD se determinó un valor de 

puntuación (ChemPLP score y GOLD score) mayor o igual que la CA-4 y se 

determinó si los ligando tienen presencia de interacciones ligando-receptor de tipo 

hidrofóbicas y puente de hidrógeno comparado con las 17 interacciones reportadas 

en la literatura del complejo entre CA-4 y en la interfaz de α/βe la tubulina 

7.3.3.1 Validación del estudio de acoplamiento molecular  

El protocolo de acoplamiento molecular se validó mediante la comparación del 

RMSD (Root-mean-square deviation of atomic positions) entre los ligandos 

propuestos y la CA-4 co-cristalizada. Para ello se utilizó el servidor a través del 

servidor de Yang Zhang Lab group [96]. 

7.3.3.2 Acoplamiento molecular en AutoDock 4.2 

Las simulaciones de acoplamiento se realizaron usando una caja cúbica (grid box) 

de tamaño 50 X 50 X 50 Å con un espacio de 0.375 Å, enfocado en la región de 

unión de CA-4 en la interfaz de α/β de la tubulina (coordenadas: x=17.85, y=65.75 

y z=42.59), tomando como referencia el aminoácido Thr179. Se utilizó el algoritmo 

genético tipo Lamarckiano, con un tamaño de población de 10 confórmeros, 2.5 x 

106 evaluaciones energéticas y 100 corridas. Se seleccionaron las conformaciones 

energéticamente más favorables con afinidad por el sitio de interés y el conjunto de 

conformaciones más abundantes (mayor clúster). Posteriormente, se consideraron 

los mejores valores de energía de unión a aquellos con una menor energía de unión 

libre (ΔG). 

7.3.3.3 Acoplamiento molecular en AutoDock Vina 

Las simulaciones de acoplamiento se realizaron usando una caja cúbica (grid box) 

de tamaño 50 X 50 X 50 Å con un espacio de 0.375 Å, enfocado en la región de 

unión de CA-4 en la interfaz de α/β de la tubulina (coordenadas: x=17.85, y=65.75 
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y z=42.59), tomando como referencia el aminoácido Thr179. Se utilizó un valor de 

500 evaluaciones como exhaustividad del cálculo y se seleccionaron solamente las 

conformaciones energéticamente más favorables y con afinidad por el sitio de 

interés. Finalmente, se tomaron en cuenta los mejores valores de energía de unión, 

aquellos con la menor energía de unión libre (ΔG). 

7.3.3.4 Acoplamiento molecular en GOLD 

Las simulaciones de acoplamiento molecular se realizaron utilizando una caja 

centrada en el ligando co-cristalizado con una extensión de 10 Å y 100 corridas para 

cada molécula. Además, se utilizaron las funciones de puntuación ChemPLP score 

(Piecewise Linear Potential) y Gold Score [95]. 

7.4 Síntesis de los compuestos 

Los reactivos utilizados para la síntesis de los compuestos fueron de la marca 

Sigma-Aldrich y Merck grado reactivo, así como disolventes grado analítico de las 

marcas Sigma-Aldrich y J. T. Baker. 

El avance de las reacciones se monitoreo a través de cromatografía en capa fina 

(CCF) en placas de vidrio recubiertas con silica-gel de 3 x 5 cm 60 F254 (Merck). 

Para la elución de las placas cromatográficas se utilizaron los sistemas de elución 

descritos en cada procedimiento. La visualización del avance de reacción y de los 

compuestos obtenidos se llevó a cabo con una lámpara de luz ultravioleta. Los 

puntos de fusión (p.f.) se determinaron en equipo Fisher-Johns. 

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de hidrógeno (RMN 1H) y carbono 

13 (RMN 13C) se determinaron en un espectrómetro Marca Varian de 600 MHz, 

usando tetrametilsilano (TMS) como referencia interna, y CDCl3 como disolventes.  

7.4.1 Procedimiento para la obtención del 3-bromo-1H-indol 

En un matraz de fondo redondo de 25 mL se disolvió el 2-fenilindol (1 mmol) con 5 

mL de DMF. Posteriormente, se agregó gota a gota una solución de NBS (1 mmol) 

disueltos en 3 mL de DMF a la solución de 2-fenilindol y se dejó en agitación por 3 
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h en atmosfera de N2 a temperatura ambiente (Esquema 1). La reacción se 

monitoreó empleando CCF con Hexano/AcOEt (80:20) como eluyente. Se obtuvo 

una solución de color amarillo, que se vertió en una cama de hielo con agitación 

vigorosa hasta formar un precipitado color amarillo claro. Rendimento: 94 %, p.f. 

106–108 °C. 1H NMR (600 MHz, cdcl3) δ 8.01 (s, 1H), 7.83 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 7.62 

(d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.50 (t, J = 7.2, 7.8 Hz, 2H), 7.40 (dd, J = 7.8, 7.8 Hz, 2H), 7.30 

– 7.17 (m, 2H). 13C NMR (151 MHz, cdcl3) δ 162.50, 135.28, 134.21, 131.35, 128.78, 

128.35, 127.72, 123.44, 120.86, 119.48, 111.05, 89.99. 

 

Esquema 1. Ruta de síntesis para la obtención del 3-bromo-1H-indol.  

7.4.2 Procedimiento para la síntesis del éster borónico  

Para su síntesis se realiza a través de una borilacion de Miyaura [98], Esquema 2. 

En un matraz de fondo redondo de 25 mL se colocaron el acetato de 5-bromo-2-

metoxifenilo (1 mmol) y el bis(picolinato)diborano (1.2 mmol) con 8 mL de 1,4-

dioxano para disolver el sólido. Posteriormente, se agregó acetato de potasio (5 

mmol), 5% de Pd(dppf)Cl2 y se llevó 100 °C en atmosfera de nitrógeno y con 

agitación constante por 2 h. La reacción se monitoreó empleando CCF con 

Hexano/AcOEt (80:20) como eluyente. Una vez agotada la materia prima, se eliminó 

el disolvente a presión reducida en un rotaevaporador. El producto de reacción se 

filtró utilizando celita y usando como disolvente MeOH, el líquido obtenido se eliminó 

en el rotaevaporador, para dar un sólido color café obscuro. Asimismo, la 

purificación del producto fue a través de cromatografía en columna abierte de gel 

de sílice usando como eluyente Hexano/AcOEt (80:20). Se obtuvo un sólido 

cristalino de color blanco con un punto de fusión de 107–108 °C y un rendimiento 

de 52 %. 
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Esquema 2. Obtención del acetato de 2-metoxi-5-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-

il)fenilo por borilación de Miyaura. 

7.4.3 Procedimiento general para la obtención del compuesto derivado 

de indol YPC-2A 

La síntesis del compuesto YPC-2A se llevó a cabo empleando la reacción de 

Suzuki-Miyaura [99], Esquema 3.  

En un vial de microondas de 10 mL, se colocó el 3-bromo-2-fenilindol (1 mmol), el 

ácido fenil borónico o el boronato apropiadamente sustituido (sección 7.4.2) (1.1 

mmol), Pd(AcO)2 (0.01 mmol), trifenilfosfina (PPh3, 0.03 mmol), carbonato de sodio 

(1.2 mmol) disuelto en 1 mL de agua y 5 mL de n-propanol. Posteriormente, se 

colocó en el equipo de reacción por microondas, a una temperatura de 150°C por 

20 min. Se realizó una CCF utilizando Hexano/AcOEt (80:20) para comprobar el 

consumo total de la materia prima. Se realizó una extracción con AcOEt 15 mL (x3) 

y las fases orgánicas juntas se lavaron con 15 mL de salmuera, se secaron con 

sulfato de sodio anhidro y se evaporó el disolvente al vacío con rotaevaporador. El 

producto se purificó por cromatografía en columna abierta de gel de sílice 

empleando Hexano/AcOEt (90:10) como eluyente. Se obtuvo un sólido 

recristalizado con MeOH, se obtuvieron cristales amarillos. Rendimento: 33 %, p.f. 

168–170 °C. RMN 1H (600 MHz, CDCl3, δ ppm): 8.21 (s, 1H), 7.67 (d, J = 8.4 Hz, 

1H), 7.43 (d, J = 7.8, 8.4 Hz 3H), 7.33 (t, J = 7.2, 7.8 Hz, 2H), 7.28 (t, J = 7.2 Hz, 

1H), 7.23 (td, J = 7.2, 0.6 Hz, 1H), 7.14 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.04 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 

6.90 (dd, J = 1.8, 7.8 Hz, 1H), 6.87 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 5.61 (s, 1H), 3.93 (s, 3H). 

RMN 13C (151 MHz CDCl3, δ ppm): 145.49, 145.21, 145.18, 135.74, 133.78, 132.72, 

128.89, 128.64, 128.33, 128.28, 128.05, 127.58, 126.71, 122.59, 121.94, 120.28, 

119.75, 116.27, 110.77, 55.90. 
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Esquema 3. Síntesis de 2,3-difenilindol por acoplamiento de Suzuki-Miyaura. 

7.4.3, Procedimiento para la obtención del 2-hidroxi-3-metoxianilina 

Se realizó a través de una reducción del grupo nitro del 2-metoxi-5-nitrofenol por 

una reducción catalítica con un hidrogenador y utilizando paladio como catalizador.  

Para ello, se colocó el 2-metoxi-5-nitrofenol (1 mmol) en una botella de reacción, se 

adicionó 10 % de Pd/C, se homogenizaron los sólidos y se agregó lentamente 50 

mL de MeOH. Se colocó la botella de reacción en el aparato de agitación para 

hidrogenación, envolviendo la botella con una chaqueta de protección. Se inició la 

reacción inyectando 62 lb de H2, se dejó reaccionar por 30 min en agitación 

vigorosa. Se realizó una CCF utilizando CHCl3/ MeOH (85:15) para monitorear el 

término de la reacción. El producto se filtró en una cama de celita, lavándola con 

MeOH. Se eliminó el disolvente a presión reducida con un rotaevaporador. Se 

obtuvo un sólido naranja, con un rendimiento de 76 %.  

 

Esquema 4.  Reducción de 2-metoxi-5-nitro fenol por hidrogenación catalítica. 

7.4.4 Procedimiento para la obtención de los precursores derivados de 

indazol 

Se realizó la síntesis de cinco moléculas (YPC-1–YPC-5), para ello se siguió la 

metodología de la Esquema 5 [6].  
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En un tubo de 10 mL, se colocaron el 6-nitroveratraldehído (1 mmol) y la anilina 

correspondiente (1 mmol). La mezcla se sometió a ultrasonicación por 2 h para dar 

la imina correspondiente. Posteriormente, se transfirió la imina sintetizada en un 

matraz bola, se agregaron 3 equivalentes de P(OEt)3 y se calentó a 150 °C por 5 h 

con agitación constante. El exceso P(OEt)3 se eliminó con un equipo de destilación 

Kugelrohr a presión reducida hasta obtener un sólido color café obscuro, que 

posteriormente se purificó empleando cromatografía en columna. 

Para la obtención del compuesto 3-bromo-1H-indazol correspondiente, se realizó a 

través de una bromación en la posición 3 con 0.5 equivalentes de una solución de 

Br2/AcOH 1M, que se agregó gota a gota y se dejó en agitación por 1 h. La reacción 

se vertió en una cama de hielo con agitación vigorosa hasta formar un precipitado 

que se filtró y se recuperó en un vial.  

 

 

Esquema 5. Metodología general para la formación de 3-bromo-1H-indazol 

correspondiente.  

7.4.5 Procedimiento para la obtención de los compuestos derivados de 

indazol: YPC-1 a YPC-5 

La síntesis de los compuestos YPC-1 a YPC-5 se llevó a cabo empleando la 

metodología descrita por Suzuki-Miyaura [99], como se describe en el apartado 

7.4.3 (Esquema 3).  
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Esquema 6. Acoplamiento de Suzuki-Miyaura para la obtención de los compuestos YPC-

1 a YPC-5. 

5,6-dimetoxi-2,3-difenil-2H-indazol (YPC-1). Siguiendo el procedimiento 7.4.6 se 

obtuvieron cristales naranjas claro, recristalizados de MeOH/CH2Cl2. Rendimento: 

34 %, p.f. 198-199 °C. RMN 1H (600 MHz, CDCl3, δ ppm): 7.44 – 7.29 (m, 10H), 

7.07 (s, 1H), 6.88 (s, 1H), 3.99 (s, 3H), 3.91 (s, 3H). 

5-(5,6-dimetoxi-2-fenil-2H-indazol-3-il)-2-metoxifenol (YPC-2). Siguiendo el 

procedimiento 7.4.6 se obtuvieron cristales naranjas oscuro, recristalizados de 

MeOH/CH2Cl2. Rendimento: 29 %, p.f. 108-110 °C. RMN 1H (600 MHz, CDCl3, δ 

ppm): 7.40 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 7.35 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 7.31 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 7.05 

(s, 1H), 6.95 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 6.86 (s, 1H), 6.79 (dd, J = 8.4, 1.8 Hz, 1H), 3.98 (s, 

3H), 3.93 (s, 3H), 3.90 (s, 3H). 

5-(5,6-dimetoxi-2-(3,4,5-trimetoxifenil)-2H-indazol-3-il)-2-metoxifenol (YPC-3). 

Siguiendo el procedimiento 7.4.6 se obtuvo un sólido naranja oscuro. Rendimento: 

25 %, p.f. 70-75 °C. RMN 1H (600 MHz, CDCl3, δ ppm): 7.04 (s, 1H), 7.02 (d, J = 1.8 

Hz, 1H), 6.89 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.84 (s, 1H), 6.63 (s, 2H), 3.98 (s, 3H), 3.93 (s, 

3H), 3.90 (s, 3H), 3.86 (s, 3H), 3.71 (s, 6H). 

5-(5,6-dimetoxi-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-2H-indazol-2-il)-2-metoxifenol (YPC-4). 

Siguiendo el procedimiento 7.4.6 se obtuvo un sólido amarillo oscuro. Rendimento: 
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34 %, p.f. 179-182 °C. RMN 1H (600 MHz, CDCl3, δ ppm): 6.99 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 

6.98 (s, 1H), 6.83 (s, 1H), 6.77 (dd, J = 9.0, 1.8 Hz, 1H), 6.51 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 

6.49 (s, 2H), 3.91 (s, 3H), 3.84 (s, 3H), 3.84 (s, 3H), 3.83 (s, 3H), 3.78 (d, J = 6.6 Hz, 

6H). 

5,5'-(5,6-dimetoxi-2H-indazol-2,3-diil)bis(2-metoxifenol) (YPC-5). Siguiendo el 

procedimiento 7.4.3 se obtuvieron cristales amarillos oscuro, recristalizados de 

MeOH. Rendimento: 36%, p.f. 142-144 °C. RMN 1H (600 MHz, CDCl3, δ ppm): 7.01 

(s, 1H), 6.99 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 6.92 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 6.88 (s, 1H), 6.86 (s, 1H), 

6.79 (s, 1H), 6.80 – 6.77 (m, 2H), 3.96 (s, 3H), 3.91 – 3.89 (m, 11H). 

7.5 Ensayos de citotoxicidad en líneas celulares 

Se realizó la evaluación de citotoxicidad en líneas celulares de los compuestos YPC-

2A, YPC-1–YPC-5 en el laboratorio de la Unidad de Investigación Médica en 

Enfermedades Infecciosas y Parasitarias en el Centro Médico Nacional Siglo XXI, 

bajo la tutoría del Dr. Félix Ernestino Matadamas Martínez.  

Para preparar las soluciones stock de los compuestos se solubilizaron en DMSO 

para obtener una concentración de 10 mM para preparar las diluciones seriadas 

100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.562 y 0.781 M. Como control positivo se empleó 

la CA-4 a 0.1, 0.05, 0.025, 0.0125, 0.0062, 0.0031, 0.0015, 0.00078 M y como 

control negativo las células sin ningún tratamiento. Para el ensayo de citotoxicidad 

se emplearon líneas celulares humanas ATCC de adenocarcinoma de pulmón (SK-

LU-1) y de cáncer cervicouterino (HeLa).  

Para la captura de imágenes se usó el microscopio invertido CARL ZEISS Axiovert-

25. Por otra parte, se utilizó un lector de placas de 96 pozos BIOTEK Elx800 para 

determinar la actividad citotóxica con sulforodamina B. 

7.5.1 Mantenimiento de líneas celulares 

Las líneas celulares se mantienen en un medio de cultivo DMEM (Medio Eagle 

Modificado de Dulbecco), suplementado con 5 % de suero fetal bovino (FBS), una 

mezcla de antibiótico al 1 % y bicarbonato de sodio (2.2 g/L), en cajas de cultivo 
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estériles e incubadas en condiciones estándar (5 % de CO2, a 37 ºC y 100 % de 

humedad relativa).  

7.5.2 Conteo celular 

Los cultivos se trataron con una solución de tripsina (0.05 %) durante 5 minutos a 

37 ºC. Posteriormente, se tomó una alícuota de la suspensión obtenida por 

tripsinización y se contaron las células en una cámara de Neubauer. 

7.5.3 Aplicación del tratamiento 

Se colocaron 100 µL de una solución de medio DMEM con un homogenizado de 

3000 células en cada pozo de la placa de 96 pozos y se agregaron 100 µL de la 

dilución correspondiente para cada compuesto a una concentración 100, 50, 25, 

12.5, 6.25, 3.125, 1.562 y 0.781 M. Como control positivo se empleó la CA-4 a 0.1, 

0.05, 0.025, 0.0125, 0.0062, 0.0031, 0.0015, 0.00078 M y como control negativo 

las células sin ningún tratamiento. Para el ensayo de citotoxicidad se emplearon 

líneas SK-LU-1 y HeLa.  Se dejaron las placas en incubación en condiciones 

estándar (5 % CO2, a 37 ºC y 100 % de humedad relativa) por 48 h. 

7.5.4 Análisis morfológico de células   

Una vez aplicado el tratamiento a las células y pasadas las 48 h de incubación, se 

realizó la visualización de la morfología de las células y se capturaron fotografías 

con un microscopio invertido para realizar un estudio de cambios morfológicos 

inducidos por el efecto de los compuestos probados y compararlos con el control de 

células sin tratamiento. Para la visualización y captura de imágenes se usó el 

microscopio invertido CARL ZEISS Axiovert-25. 

7.5.5 Ensayo de citotoxicidad con sulforodamina B 

Se adicionó a cada pozo 50 µL de una solución de ácido tricloroacético (TCA) al 50 

%, posteriormente se deja incubando por 2 h a 4 ºC. Una vez transcurrido el tiempo, 

se retira el TCA y cada placa se lava 5 veces con agua desionizada, y se dejan 

secando. Una vez que las placas están totalmente secas, se adiciona a cada pozo 

100 µL de una solución de sulforodamina B al 0.08 % y se incuba por 1 h a 

temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo, se elimina el colorante y se lavan los 
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pozos con 100 µL de ácido acético al 1 % por 5 veces. Finalmente, se adicionan 

100 µL de una solución de TRIS-base 10 mM (pH= 10.5), se agitan y se mide la 

densidad óptica en un lector de placas a una longitud de onda de 490 nm. Por otra 

parte, se utilizó un lector de placas de 96 pozos BIOTEK Elx800 para determinar la 

actividad citotóxica con sulforodamina B. 

7.5.6 Análisis de datos 

Los datos obtenidos de absorbancias se usaron para calcular el porcentaje de 

inhibición a 50 µM comparada con el control sin tratamiento para todos los 

compuestos. Posteriormente, se calculó la CI50 para los compuestos YPC-2, YPC-

3 y YPC-2A, y del control positivo (CA-4).  

8. RESULTADOS Y DIS CUSIÓN 

En este apartado se revisarán los resultados obtenidos para los derivados de 

difenilindoles y difenilindazoles diseñados. Se dividirá en cuatro secciones 

principales, la determinación de las propiedades fisicoquímicas, acoplamiento 

molecular en AutoDock 4.2, AutoDock Vina y GOLD con su respectiva validación, la 

ruta de síntesis y su caracterización por métodos espectroscópicos y las pruebas 

biológicas en líneas celulares humanas cancerosas (SK-LU-1 y HeLa) con un 

análisis SAR (relación estructura-actividad).  

Como se mencionó en la metodología del apartado 7.1, se diseñaron difenilindoles 

y difenilindazoles derivadas de CA-4, para ello se consideró el trabajo previo de 

nuestro grupo de investigación, donde se diseñaron compuestos derivados de 

indazol, obteniéndose un compuesto (Figura 3 (b)) con importante actividad 

citotóxica frente a la línea celular HeLa (CI50 = 0.16 M ± 0.01) y SK-LU-1 (CI50 = 

6.63 M ± 0.52). Con lo anterior, se tomó este hallazgo para diseñar y proponer 

derivados de indazol y además diseñar indoles, con la finalidad de determinar la 

importancia del nitrógeno en el anillo heterocíclico. 

8.1 Determinación de las propiedades fisicoquímicas  

A través del servidor SWISSADME se determinaron las propiedades fisicoquímicas 

de las siete moléculas propuestas. Para ello, las estructuras en 2D y códigos 
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SMILES de los compuestos YPC-1A, YPC-2A, YPC-1–YPC-5 se generaron con el 

programa ChemDraw Professional 16.0. Los descriptores moleculares calculados 

están relacionados con una predicción de la biodisponibilidad oral y perfil ADMET 

de estos compuestos YPC-1A, YPC-2A, YPC-1–YPC-5. De manera particular se 

determinó el peso molecular (PM), donadores de puente hidrógeno (HD), aceptores 

de puente hidrógeno (HA), enlaces rotables (ER), área polar superficial (tPSA) y 

coeficiente de partición (LogP). Los datos obtenidos se resumen en la Tabla 1. 

Tabla 1.  Resultados obtenidos de las propiedades fisicoquímicas a través del servidor 

SWISSADME  

Serie Molécula PM 
(g/mol) 

Log P Enlaces 
rotables 

HD HA TPSA (A2) 

1 YPC-1 330.38 3.53 4 0 3 36.28 
YPC-2 376.41 3.63 5 1 5 65.74 
YPC-3 466.48 4.13 8 1 8 93.43 
YPC-4 466.48 4.31 8 1 8 93.43 
YPC-5 422.43 3.93 6 2 7 95.2 

2 YPC-1A 269.34 5.34 2 1 0 15.79 
YPC-2A 315.37 4.95 3 2 2 45.25 

 

Las propiedades fisicoquímicas y estructurales de los compuestos son de 

importancia, ya que nos aportan información para predecir si una molécula es 

candidato líder, en el desarrollo y descubrimiento de moléculas bioactivas. Con lo 

anterior, se seleccionaron descriptores que están relacionados con las reglas de 

Lipinski y Veber, debido a que dentro de la química farmacéutica se usan como guía 

para encontrar y diseñar moléculas con buena biodisponibilidad oral y perfil ADMET 

[100, 101]. 

Con lo anterior, se tiene que considerar que las reglas de Lipinski [100] sugieren un 

PM ≤ 500, HBD ≤ 5, HBA ≤ 10 y LogP ≤ 5; mientras que las reglas de Veber [101] 

indican que se debe tener ER ≤ 10 y tPSA ≤ 140 para poder predecir si los 

compuestos obtenidos tendrán buena biodisponibilidad oral. Sin embargo, en la 

Tabla 1 se aprecia que el compuesto YPC-1A no cumple con la regla de Lipinski 

LogP ≤ 5, ya que presenta un valor de Log P = 5.34, lo que puede indicar que esta 

molécula puede tener problemas para disolverse en agua, ya que tiene un valor alto 



 
39 

de Log P, indicando que podría preferir entornos hidrofóbicos como la bicapa lipídica 

de las células. Además, podría presentar problemas de biodisponibilidad oral en 

estudios preclínicos, de acuerdo con lo descrito por Lipinski [100, 101].  

Por otro lado, los compuestos YPC-2A, YPC-1–YPC-5. cumplen con las reglas de 

Lipinski y Veber, lo cual indica que los compuestos propuestos presentaran buena 

biodisponibilidad oral. Asimismo, es importante mencionar que estas predicciones 

no deben tomarse como absolutas, solo sugieren que los compuestos son buenos 

candidatos a fármacos, y sustentar esto con estudios in vitro o in vivo. 

8.2 Acoplamiento molecular en AutoDock 4.2, AutoDock Vina y GOLD 

Para evaluar las moléculas propuestas derivados de CA-4 como posibles 

inhibidores de la polimerización de la tubulina, se realizó un estudio de acoplamiento 

molecular sobre el sitio de unión de la colchicina ubicado en la interfaz de la α/β de 

la tubulina.  

Para realizar dicho estudio, se utilizaron tres programas diferentes, AutoDock 4.2, 

AutoDock Vina y GOLD, para comparar los resultados obtenidos y analizar las 

correspondientes interacciones de los compuestos con el sitio de unión. Es 

importante mencionar, que los programas utilizados tienen como algoritmo de 

búsqueda un algoritmo genético (GA) y se basan en un método de puntaje de unión 

semi-empírico y, además, tienen una diferencia en la velocidad de cálculo [102]. 

Por otro lado, se utilizó la CA-4 para comparar los resultados calculados para los 

siete compuestos (YPC-1A, YPC-2A, YPC-1–YPC-5), ya que es el ligante que se 

encuentra co-cristalizado en la proteína usada para realizar el acoplamiento 

molecular. Además, que como ya se describió en el apartado de Antecedentes 

(Sección 3.5), la CA-4 es un agente despolimerizante de la tubulina, que se une en 

el sitio de unión de la colchicina en la interfaz de la α/β de la tubulina [89, 94]. Por 

tanto, se realizó una comparación del puntaje de unión obtenido para cada 

compuesto, así como de las interacciones ligando-receptor con respecto a lo 

obtenido para la CA-4, con la finalidad de encontrar las mejores moléculas que se 

unen al sitio de interés.  
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8.2.1 Validación del acoplamiento molecular 

Complementario a lo anterior, el protocolo de acoplamiento molecular se validó para 

los tres programas utilizados mediante la comparación del RMSD (Root-mean-

square deviation of atomic positions) entre los ligandos propuestos y la CA-4 con 

respecto al ligando co-cristalizado, a través del servidor de Zhanggroup (Tabla 2). 

En los que se obtuvieron valores menores a 2, lo que significa que el método de 

acoplamiento molecular podría reproducir de forma confiable la forma en que se 

unen los ligandos al sitio de unión. 

Tabla 2. Valores de RMSD obtenidos para la validación del acoplamiento molecular 

 Autodock 4.2 AutoDock 
Vina  

ChemPLP 
Score 

GOLD 
Score 

Valor de RMSD 

para CA-4 

0.837 0.660 0.931 0.931 

 

 

8.2.2 Energía de unión ligando-receptor para YPC-1A, YPC-2A, YPC-1–

YPC-5 y CA-4 

La Tabla 3 resume los resultados de los puntajes de unión o energías de unión 

ligando-receptor en el acoplamiento molecular para los compuestos YPC-1A, YPC-

2A, YPC-1–YPC-5 y CA-4, este último como referencia. Como ya se mencionó 

anteriormente, se usaron AutoDock 4.2 y AutoDock Vina en los que se determinan 

valores de energía de unión ligando-receptor, para ello se calcula el ΔG (kcal/mol), 

el cual mientras menor sea el valor mayor es la afinidad de la molécula propuesta 

con el sitio de unión.  

Adicional a esto, se utilizó el programa GOLD que tiene la característica de que se 

puede calcular diferentes valores de puntajes de unión adimensionales. Sin 

embargo, la escala de puntuación es diferente para cada una, ChemPLP y 

GoldScore, en la que ambos casos nos dan una guía sobre la pose del ligando y la 

afinidad con el receptor; mientras mayor sea el puntaje mayor será la afinidad 

ligando-receptor.  
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La función de aptitud de ChemPLP score incorpora un término, ΔG, que representa 

el cambio total de energía libre, incorpora un término de choque de átomos de 

proteína-ligando y un término de energía interna. Además, toma en cuenta, el área 

de contacto hidrofóbico-hidrófobo, enlaces de hidrógeno, flexibilidad del ligando y la 

interacción con metales. Por otro lado, Gold score es la función de puntuación que 

se ha optimizado para la predicción de las posiciones de unión de ligandos, tomando 

en cuenta la energía de enlace de hidrógeno, la energía de Van der Waals, la 

interacción de los metales y la tensión de torsión del ligando [89].  

Tomando en cuenta todo lo anterior, podemos observar en la Tabla 3, que los 

difenilindazoles presentaron mejor energía de unión para el programa AutoDock 4.2 

con un valor de -10.85 kcal/mol para la molécula YPC-3, mientras que la mejor 

energía de unión para los difenilindoles fue de -9.60 kcal/mol para YPC-2A. Por lo 

que, ambos valores son menores que la CA-4 que se usó como referencia con un 

valor de energía de unión de -7.56 kcal/mol, lo que significa que los difenilindoles y 

los difenilindazoles tienen mejor energía de unión con el sitio de unión de la 

colchicina. 

Para el caso de AutoDock Vina se puede observar que se calculó la mejor energía 

de unión ΔG, para el derivado de indol YPC-1A con un valor de -9.2 kcal/mol, 

mientras que el mejor compuesto de los derivados de indazol es para el compuesto 

YPC-1 con una energía de unión de -9.0 kcal/mol. Adicional a eso, se puede 

apreciar que se obtuvieron mejores resultados para los compuestos propuestos con 

respecto a la referencia CA-4, con un valor de -8.4 kcal/mol. 

En el caso de GOLD, como ya se mencionó, se utilizaron dos funciones de 

puntuación, ChemPLP score y GOLD score, para poder comparar los resultados 

obtenidos. Para ChemPLP score se calculó el mejor puntaje o score para la 

molécula YPC-2A con un valor de 68.1298, siendo mayor que la referencia CA-4 

con un score de 61.7348; sin embargo, ninguna molécula presentó mejor puntaje 

con respecto a la referencia.  Asimismo, en GOLD score la molécula derivada de 

indol YPC-2A obtuvo un mayor puntaje de unión (57.3486) y la molécula YPC-1A 
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(55.8356) que la referencia CA-4 (51.7167). Pero, en el caso de los indazoles no se 

obtuvieron valores de puntaje de unión mayores que la referencia (Tabla 3).  

Tabla 3.  Resultados obtenidos en el acoplamiento molecular para los compuestos 

diseñados y CA-4 

Serie Compuesto  ΔG 
(kcal/mol) 
AutoDock 

4.2 

ΔG 
(kcal/mol) 
AutoDock 

Vina 

ChemPLP 
score 

Gold 
score 

1 YPC-1 -9.73 -9.0 58.8768 38.8159 

YPC-2 -10.30 -8.3 58.7735 37.4542 

YPC-3 -10.85 -7.0 27.3902 11.2040 

YPC-4 -8.44 -2.5 0.9726 -6.9262 

YPC-5 -10.83 -7.8 51.1072 39.8342 
2 YPC-1A -9.33 -9.2 65.5731 55.8356 

YPC-2A -9.60 -8.4 68.1298 57.3486 
Referencia CA-4 -7.56 -8.4 73.8310 51.7167 

 

8.2.3 Afinidad sobre el sitio de unión de la colchicina para YPC-1A, YPC-

2A, YPC-1–YPC-5 y CA-4 

En AutoDock 4.2, los indoles YPC-1A y YPC-2A presentan un modo de unión en el 

sitio similar a la CA-4. Para el caso de YPC-2A, se observa que la posición del anillo 

trisustituido (TMP) de la CA-4 y el anillo disustituido (grupo -OCH3 en posición para 

y -OH es posición meta) de YPC-2A se orientan de manera similar, mientras que el 

anillo de indol toma la posición del anillo disustituido de la CA-4, como podemos 

observar en la Figura 13 (A). Por otro lado, YPC-1A toma una conformación tal que, 

los anillos de fenilo se encuentran orientados hacia los anillos disustituido y TMP de 

la CA-4. 

Por otro lado, en AutoDock Vina, el análisis de los modos de unión en el sitio para 

las moléculas de indol YPC-1A y YPC-2A reveló que el anillo no sustituido de la 

posición 2, para ambas moléculas, se encuentra orientado hacia la posición del 

anillo trisustituido de la CA-4. Además, el anillo de indol se orienta hacia la posición 

del anillo disustituido de CA-4 como se observa en la Figura 13 (B). 
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En el programa GOLD, se realizó un análisis para los modos y poses de unión 

obtenidos por la función de puntuación ChemPLP score. Se determinó que el modo 

de unión en el sitio para el indol YPC-2A toma una pose en la que el anillo 

disustituido se encuentra orientado en la posición del anillo trimetoxilado de la CA-

4 y el anillo no sustituido del indol se localiza en la posición del anillo disustituido de 

la CA-4, Figura 13 (C). Por el contrario, el compuesto YPC-1A se observa un 

desplazamiento del heterociclo indol hacia la posición del anillo trimetoxilado de la 

CA-4. 

De igual manera, para el programa GOLD (GOLD score) se observaron poses 

similares, con lo descrito anteriormente en ChemPLP score, para las moléculas 

YPC-1A y YPC-2A con respecto a la conformación de la CA-4, como se ve en la 

Figura 13 (D). 

A B 

  
C D 

  
Figura 13. Mejores poses de unión para la molécula derivada de indol: YPC-2A (amarillo), 

y la CA-4 (naranja) con AutoDock 4.2 (A), AutoDock Vina (B), ChemPLP score (C) y 

GOLD score (D). 

En AutoDock 4.2, los derivados de indazoles YPC-1-YPC-3 y YPC-5 presentan un 

modo de unión en el sitio similar a la CA-4. Se observa que la posición del anillo 
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disustituido (grupo -OCH3 en posición para y -OH es posición meta) de la CA-4 y 

grupos -OCH3 que están en posiciones 5 y 6 de los indazoles YPC-1–YPC-3 y YPC-

5 se orientan de manera similar. Sin embargo, el anillo en posición 2 (sin 

sustituyentes, disustituido o trisustituido) de los indazoles toma una posición similar 

al anillo TMP de la CA-4 pero no en su totalidad, Figura 14 (A). Por otro lado, YPC-

4 tiene una pose de unión en la que el anillo trisustituido toma la posición del anillo 

disustituido de CA-4, mientras que el anillo disustituido de YPC-4 se orienta como 

el anillo TMP de la CA-4.  

Por otro lado, en AutoDock Vina, el análisis de los modos de unión en el sitio para 

las moléculas de indazoles YPC-1–YPC-5. Se observa que la posición del anillo 

disustituido de la CA-4 y los grupos -OCH3 que están en posiciones 5 y 6 de los 

indazoles YPC-1–YPC-3 y YPC-5 se orientan de manera similar. Además, el anillo 

en posición 2 (sin sustituyentes, disustituido o trisustituido) de los indazoles YPC-1–

YPC-3 y YPC-5 toma una posición similar al anillo TMP de la CA-4, sin embargo, 

no en su totalidad, Figura 14 (B). Lo que podemos observar para la molécula YPC-

4, tiene una conformación en la que el anillo trisustituido toma la posición del anillo 

disustituido de CA-4, mientras que el anillo disustituido de YPC-4 se orienta como 

el anillo TMP de la CA-4. 

En el programa GOLD, se realizó un análisis para los modos y poses de unión 

obtenidos por la función de puntuación ChemPLP score. Se observa que la posición 

del anillo disustituido de la CA-4 y los grupos -OCH3 que están en posiciones 5 y 6 

de los indazoles YPC-1 y YPC-3 se orientan de manera similar, además, el anillo en 

posición 2 (sin sustituyentes, o trisustituido) de los indazoles posee una posición 

similar al anillo TMP de la CA-4, como se observa en la Figura 14 (C). Por otro lado, 

la posición del anillo TMP de la CA-4 y los grupos -OCH3 que están en posiciones 

5 y 6 de los indazoles YPC-2 y YPC-5 se orientan de manera similar, además, el 

anillo en posición 2 (sin sustituyentes, o disustituido) de los indazoles adquiere una 

posición similar al anillo disustituido de la CA-4. En el caso de YPC-4, tiene una 

conformación en la que el anillo trisustituido toma la posición del anillo TMP de CA-

4. 
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Asimismo, para el programa GOLD (GOLD score) se observaron poses similares 

para los indazoles YPC-1–YPC-5, por lo que se puede describir que, la posición del 

anillo disustituido de la CA-4 y los grupos -OCH3 que están en posiciones 5 y 6 de 

los indazoles YPC-1–YPC-5 se orientan de manera similar, además, el anillo en 

posición 2 (sin sustituyentes, disustituido o trisustituido) de los indazoles posee una 

posición similar al anillo TMP de la CA-4. Con la diferencia de que el anillo en la 

posición 3 de cada indazol tienen una orientación diferente fuera del plano, dando 

como resultado interacciones diferentes en esa posición, Figura 14 (D). 

A B 

  
C D 

  
Figura 14. Mejores poses de unión para la molécula derivada de indazol: YPC-2 (rosa), 

YPC-3 (verde) y CA-4 (naranja) con AutoDock 4.2 (A), AutoDock Vina (B), ChemPLP 

score (C) y GOLD score (D). 

Adicional a lo anterior, se realizó una comparación de las mejores poses de unión 

obtenidas de los programas AutoDock Vina, AutoDock 4.2 y GOLD (ChemPLP 

score) de las moléculas YPC-1A, YPC-2A, YPC-1–YPC-5 a través del cálculo del 

RMSD. Se comparó AutoDock Vina vs AutoDock 4.2, AutoDock Vina vs GOLD 

(ChemPLP score) y AutoDock 4.2 vs GOLD (ChemPLP score) como se muestra en 

la Tabla 4.  
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De manera general, podemos observar que tanto el programa AutoDock Vina y 

AutoDock 4.2 obtuvieron poses de unión muy similares para las moléculas 

derivadas de indazol. Pero en el caso de los derivados de indol, se obtuvieron 

valores de RMSD por arriba de 5, lo que indica que las poses de unión obtenidas 

en ambos programas son muy diferentes entre sí por la posición de los átomos de 

las moléculas en el sitio de unión.  

Además, al comparar las poses de unión de AutoDock Vina con GOLD (ChemPLP 

score) se puede observar que las poses para las moléculas YPC-1 y YPC-3 son 

muy similares entre sí, ya que se observa un RMSD por debajo de 1. Sin embargo, 

en las moléculas YPC-1A, YPC-2, YPC-2A, YPC-4 y YPC-5 se obtuvieron valores 

de RMSD por arriba de 5, indicando que hay diferencia entre las poses de unión 

obtenidas.  

De igual manera, se puede observar que al comparar las poses de unión de los 

programas AutoDock 4.2 y GOLD (ChemPLP score) que las moléculas YPC-1 y 

YPC-3 son muy similares entre sí, ya que se calculó un RMSD por debajo de 1. 

Mientras que, en las moléculas YPC-1A, YPC-2, YPC-2A, YPC-4 y YPC-5 se 

obtuvieron valores de RMSD por arriba de 4, por lo que las poses obtenidas son 

diferentes entre estos dos programas. 

Además, como se puede observar en la Figura 15, se determinaron las poses de 

unión para las moléculas YPC-1A, YPC-2A, YPC-1–YPC-5: AutoDock Vina (azul), 

AutoDock 4.2 (verde) y GOLD (ChemPLP score, rojo) en el sitio de unión de la α/β de la 

tubulina.  

Para el caso de los derivados de indol, YPC-1A y YPC-2A, se puede ver que las 

poses que toman las moléculas son muy diferentes, ya que cambia la posición del 

anillo de indol, girando hasta 180°, y por tanto cambia la posición de los anillos de 

fenilo. Por tanto, los tres programas arrojan resultados diferentes en cuanto a posee 

e interacciones con el sitio de unión. 

En el caso de YPC-1 y YPC-3, la posición de los metilos en los anillos disustituido y 

trisustituido cambian de posición, así como los metilos de los metoxilos que se 
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encuentran en las posiciones 5 y 6 del indazol. Por lo que, en los tres programas se 

observan poses de unión e interacciones similares con el sitio de unión. 

Para YPC-2 y YPC-5, se observa que tanto el programa AutoDock Vina y AutoDock 

4.2 se mantiene la posición del anillo de indazol, con pequeñas variaciones en la 

posición de los anillos disustituido y trisustituido, así como en los metoxilos de las 

moléculas. Sin embargo, el programa GOLD (ChemPLP score) gira 180° el anillo de 

indazol y, por tanto, cambia la posición de los anillos de fenilo en las posiciones 2 y 

3 del indazol. 

La molécula YPC-4 presenta poses similares tanto para AutoDock Vina como para 

AutoDock 4.2, con variaciones en las posiciones de los anillos disustituidos y 

trisustituidos. Pero en GOLD (ChemPLP score) se puede ver que la posición del 

anillo de indazol gira aproximadamente 90° y por tanto los anillos disustituido y 

trisustituido tienen poses diferentes a las observadas en los dos programas 

anteriores.  

Tabla 4. Comparación de RMSD para los tres programas: AutoDock Vina, AutoDock 4.2 y 

GOLD (ChemPLP score) 

 

 

 

 AutoDock Vina vs 

AutoDock 4.2 

AutoDock Vina vs GOLD 

(ChemPLP score) 

AutoDock 4.2 vs GOLD 

(ChemPLP score) 

YPC-1 0.283 0.574 0.7 

YPC-2 0.323 5.924 5.886 

YPC-3 0.229 0.726 0.682 

YPC-4 1.287 7.698 7.635 

YPC-5 1.241 6.772 6.858 

YPC-1A 6.595 5.471 6.481 

YPC-2A 5.587 6.511 4.741 
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YPC-1 YPC-2 YPC-3 

   
YPC-4 YPC-5 YPC-1A 

   

 YPC-2A  
 

 

 

Figura 15. Comparación de las mejores poses de unión ligando-receptor con los tres 

programas utilizados para las moléculas YPC-1A, YPC-2A, YPC-1–YPC-5: AutoDock 

Vina (azul), AutoDock 4.2 (verde) y GOLD (ChemPLP score, rojo). 

8.2.4 Interacciones ligando-receptor para YPC-1A, YPC-2A, YPC-1–YPC-5  

Se realizó el análisis de las interacciones ligando-receptor para las moléculas YPC-

1A, YPC-2A, y YPC-1–YPC-5 comparando las interacciones reportadas con la CA-

4. Se ha descrito, que en el complejo tubulina-CA-4 tiene 17 interacciones de gran 

relevancia; se observa que en el anillo A con 3,4,5-metoxi-sustituido hay 

interacciones hidrofóbicas formado por los residuos βVal238, βCys241, βLeu242, 

βLeu248, βAla250, βLeu255, βAla316, βIle318, βAla354 y βIle378, mientras que en el anillo 

B sustituido con 3´-hidroxi-4´-metoxi se encuentra βAsn258 y βLys352. Además, se 

estabiliza mediante interacciones hidrófobas con los residuos αThr179, αAla180, 
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αVal181 βMet259, βAla316 y βAsn349.  Y se forman dos enlaces de hidrógeno entre el 

3´-OH y la amida de la cadena principal de αVal181 y αThr179 [52, 53]. 

En AutoDock 4.2, se determinó que las moléculas YPC-1, YPC-2 presentan una 

interacción débil tipo -azufre entre βMet259 y el anillo heterocíclico, mientras que el 

compuesto YPC-4 presenta una interacción -azufre entre βMet259 y el anillo 

trisustituido y una interacción -azufre entre βCys241 y el anillo de indazol. También 

se observa una interacción par -solitario en las moléculas YPC-1, YPC-3 y YPC-

2A con αThr179 y el anillo en la posición 3 para los indazoles (sin sustituyentes y 

disustituido) y para el anillo en la posición 2 del indol (sin sustituyentes). Asimismo, 

se observa una interacción de tipo -amida apilada en YPC-1, YPC-2 y YPC-1A con 

βLys254 con el heterociclo de indazol y con el anillo en posición 2 del indol. 

En cuanto a la presencia de aceptores de hidrógeno, se visualizó en las moléculas 

YPC-3 y YPC-4, principalmente en el anillo trisustituido, donde el grupo -OCH3 en 

posición meta o para, qué es el encargado de esta función. 

Adicional a lo anterior, se puede concluir que el anillo disustituido favorece la 

formación de puentes de hidrógeno entre el grupo -OH de los compuestos (YPC-2, 

YPC-3, YPC-4, YPC-5 y YPC-2A) y los residuos βAsn258, αAsn101 o βLeu248 de la 

proteína. También, se puede ver una interacción de formación de puente de 

hidrógeno en el compuesto YPC-5 con el aminoácido βAsp251 con el anillo 

disustituido en la posición 2, sin embargo, esta interacción no se considera como 

una de las 17 interacciones de la CA-4. Además, para la molécula YPC-1A se 

observa la formación de puente de hidrógeno con el aminoácido βAsp251 con el -NH 

del heterociclo de indol.  

En todos los casos, se observan las interacciones hidrofóbicas tipo -alquilo, 

interacciones carbono-hidrógeno, interacciones de Van der Waals e interacciones 

-σ, las cuales permiten una mayor estabilidad entre el ligando y el receptor. Como 

podemos observar en la Figura 16, en el panel A se observa la visualización en 3D 

y en 2D del indol (YPC-2A) con mejor energía de unión (-9.60 kcal/mol), 

interacciones con βAla317, βThr353, βVal315, βThr314, βAsn350 y βLys254, diferentes a 
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las 17 interacciones reportadas para CA-4. En el panel B, se tiene la visualización 

3D y 2D del indazol (YPC-3) con mejor energía de unión (-10.85 kcal/mol), 

interacciones con βAla317, βVal315, βAsn350, βVal351, βThr314, βAsn254, βAsp251, 

βLeu252, βVal238 y βThr239, diferentes a las 17 interacciones reportadas para CA-4 

[54].  

Figura 16. Visualización en 2D, Visualización 3D y principales interacciones observadas 

para los compuestos YPC-2A (A) y YPC-3 (B) observadas en AutoDock 4.2. 

De las 17 interacciones reportadas en la literatura, se aprecian de 12 a 17 

interacciones para las moléculas YPC-1A, YPC-2A, YPC-1–YPC-5, lo que indica 

similitud de interacciones ligando-receptor comparado con la CA-4 (Tabla 5). Cabe 

mencionar que, a pesar de que YPC-3 muestra las mismas interacciones que CA-

4, presenta diferente energía de unión, posiblemente a que el tipo de interacciones 

ligando-receptor son diferentes. 

A Interacciones 3D Interacciones 2D 
 

 
 

B Interacciones 3D Interacciones 2D 
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Tabla 5. Principales interacciones observadas en AutoDock 4.2. para los compuestos y CA-

4  
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YPC-1   ✓ ✓ ✓ ✓    ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 12 

YPC-2   ✓ ✓ ✓ ✓    ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 12 

YPC-3 ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 17 

YPC-4 ✓  ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 16 

YPC-5 ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓   ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 15 

YPC-1A ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓    ✓ ✓ 14 

YPC-2A   ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓  ✓ ✓ 14 

 

Para AutoDock Vina, en el caso de las moléculas YPC-1 y YPC-4 hay una 

interacción débil tipo -azufre entre βMet259 y el heterociclo de indazol (YPC-1) y 

con el anillo trisustituido de YPC-4.  

En cuanto a los aceptores de hidrógeno, principalmente se encuentran en el anillo 

TMP, por la presencia del grupo -OCH3, esto se presenta para las moléculas YPC-

3 y YPC-4. 

Por otro lado, la formación de puentes de hidrógeno se observa en los grupo -OH 

que se encuentran en las moléculas YPC-2, YPC-3, YPC-4, YPC-5 y YPC-2A con 

los residuos αAsn101 y/o βAsn258 con el anillo disustituido de cada molécula.  

Asimismo, para la molécula YPC-5 se observa la formación de puente de hidrógeno 

del anillo disustituido en la posición 2 con βCys241. 

En todos los casos, se observan las interacciones hidrofóbicas tipo -alquilo, 

interacciones carbono-hidrógeno, así como interacciones de Van der Waals e 

interacciones -σ, las cuales permiten una mayor estabilidad entre el ligando y el 

receptor. Como podemos observar en la Figura 17, en el panel A se observa la 

visualización en 3D y en 2D del indol (YPC-2A) con energía de unión de -8.4 

kcal/mol, interacciones con βLys254 y βVal315, diferentes a las 17 interacciones 

reportadas para CA-4. En el panel B, se tiene la visualización 3D y 2D del indazol 
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(YPC-3) con energía de unión de -7.0 kcal/mol, interacciones con βLys254, β Ala317, 

βThr314, βAsn350, βAsn349, βThr239, βAsp251, βLeu252, βVal238 y βVal315, diferentes a 

las 17 interacciones reportadas para CA-4 [54]. 

Figura 17. Visualización en 2D, Visualización 3D y principales interacciones observadas 

para los compuestos YPC-2A (A), YPC-3 (B) observadas en AutoDock Vina. 

Adicional a lo anterior, de las 17 interacciones reportadas en la literatura para el 

complejo tubulina-CA-4, se aprecian de 11 a 17 interacciones, como se observa en 

la Tabla 6. Sin embargo, el tipo de interacciones con los residuos para cada 

compuesto es diferente, por lo que las energías de unión varían respecto al 

complejo tubulina-CA-4. 

 

A Interacciones 3D Interacciones 2D 

 

 

 

B Interacciones 3D Interacciones 2D 
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Tabla 6. Principales interacciones observadas en AutoDock Vina para los compuestos y 

CA-4 
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YPC-1   ✓ ✓ ✓ ✓    ✓ ✓ ✓ ✓ ✓  ✓ ✓ 11 

YPC-2   ✓ ✓ ✓ ✓    ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 12 

YPC-3 ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 12 

YPC-4 ✓  ✓ ✓ ✓ ✓ ✓  ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 17 

YPC-5 ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓  ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 15 

YPC-1A   ✓ ✓ ✓ ✓   ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓  ✓ ✓ 12 

YPC-2A   ✓ ✓ ✓ ✓   ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 13 

 

Para el programa de GOLD (ChemPLP score), se realizó un análisis de las 

conformaciones dentro del sitio de unión para los compuestos YPC-1A, YPC-2A, 

YPC-1–YPC-5. De manera general, se muestran interacciones tipo -azufre entre 

βMet259 con el heterociclo de indazol para el compuesto YPC-1 y con el anillo de 

fenilo del indazol en la posición 2 para YPC-2. También, se presentan interacciones 

tipo -azufre entre βCys241 con el anillo TMP del compuesto YPC-4 y con el anillo 

de fenilo de YPC-1A. En la molécula YPC-3 hay presencia de una interacción par 

-solitario entre el anillo disustituido y αThr179. 

La presencia de formadores de puentes de hidrógeno se observó en los compuestos 

YPC-2A, YPC-2, YPC-3 y YPC-5. Por lo que, estas interacciones se presentan entre 

el grupo -OH del anillo disustituido y el residuo αAsn101, βAsn258, y en el caso de 

YPC-2A con βAla317, una interacción que no se presenta con CA-4.  

Es importante mencionar que, para las moléculas YPC-3 y YPC-4 se presentan 

interacciones no favorables con aminoácidos como: βLeu248, βAla354, βMet259, 

βIle378, βVal238, αAla180 y αAsp251, se puede ver en la Tabla 5. 

En todos los casos, se observan las interacciones hidrofóbicas tipo -alquilo, 

interacciones carbono-hidrógeno, así como interacciones de Van der Waals e 

interacciones -σ, las cuales permiten una mayor estabilidad entre el ligando y el 
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receptor. Como podemos observar en la Figura 18, en el panel A se observa la 

visualización en 3D y en 2D del indol (YPC-2A) con mejor score (68.1298), 

interacciones con βLys254, βAsn249, βAsp251, βThr353, βAla317, βVal315, βThr314, 

βAsn350, diferentes a las 17 interacciones reportadas para CA-4. En el panel B, se 

tiene la visualización 3D y 2D del indazol (YPC-3) con un score de 27.3902, 

interacciones con βAsp251, βLeu252, βAla256, βVal315, βVal351, βThr314, βAsn350, 

βAla317, βAsn249, βThr239 y αSer178, diferentes a las 17 interacciones reportadas para 

CA-4 [54]. 

Figura 18. Visualización en 2D, Visualización 3D y principales interacciones observadas 

para los compuestos YPC-2A (A), YPC-3 (B) observadas en GOLD (ChemPLP score). 

Adicional a lo anterior, de las 17 interacciones reportadas en la literatura, se 

aprecian de 13 a 17 interacciones para las moléculas YPC-1A, YPC-2A, YPC-1–

A) Interacciones 3D Interacciones 2D 

 

 

 

B) Interacciones 3D Interacciones 2D 
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YPC-5, lo que indica similitud de interacciones ligando-receptor comparado con la 

CA-4, sin embargo, se muestran interacciones no favorables para algunas 

moléculas (Tabla 7). Cabe mencionar que, a pesar de que YPC-3 muestra las 

mismas interacciones que CA-4. Es importante mencionar que, YPC-3 presenta 

diferente energía de unión y afinidad con respecto a CA-4, debido a que el tipo de 

interacciones ligando-receptor son diferentes. 

Tabla 7. Principales interacciones observadas en GOLD (ChemPLP score) para los 

compuestos y CA-4 
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YPC-1  ✓ ✓ ✓ ✓ ✓   ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓  ✓ ✓ 13 

YPC-2 ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓  ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 16 

YPC-3 ✓ ✓ ✓* ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓* ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 17 

YPC-4 ✓* ✓ ✓
* ✓ ✓ ✓ ✓ ✓* ✓* ✓ ✓ ✓ ✓ ✓*  ✓ ✓ 16 

YPC-5 ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓  ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 16 

YPC-1A ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓     ✓ ✓ 13 

YPC-2A ✓  ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 16 

* Moléculas que presentan enlaces no favorables.  

Para el programa de GOLD (Gold score), se realizó un análisis de las 

conformaciones dentro del sitio de unión para los compuestos YPC-1A, YPC-2A, 

YPC-1–YPC-5. De manera general, se muestran interacciones tipo -azufre entre 

βMet259 con el heterociclo de indazol para el compuesto YPC-1, YPC-2 y YPC-5. 

También, hay presencia de una interacción -amida apilada en las moléculas YPC-

1A, YPC-1, YPC-2 y YPC-5 entre el heterociclo de indazol y βLys254 y βAsn258 (YPC-

5), para YPC-1 y YPC-1A se presenta en el anillo de fenilo en la posición 2 del indol 

e indazol con βLys254. 

La presencia de formadores de puentes de hidrógeno se observó en los compuestos 

YPC-1A, YPC-2A, YPC-2, YPC-3 y YPC-5. Por lo que, estas interacciones se 

presentan entre el grupo -OH del anillo disustituido y el residuo αAsn101, βAsn258, y 

en el caso de YPC-2A con βAla317, una interacción que no se presenta con CA-4. 

Mientras que, para YPC-1A se presenta el puente de hidrógeno con el -NH del indol 
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con βAsp251. Es importante mencionar que, para las moléculas derivadas de indazol 

se presentan interacciones no favorables con aminoácidos como: βLeu248, αThr179, 

βAla250, βAsn258, αAla180 y βLeu242, se puede ver en la Tabla 8. 

En todos los casos, se observan las interacciones hidrofóbicas tipo -alquilo, 

interacciones carbono-hidrógeno, así como interacciones de Van der Waals e 

interacciones -σ, las cuales permiten una mayor estabilidad entre el ligando y el 

receptor. En la Figura 19, se observa en el panel A la representación en 3D y en 

2D del indol (YPC-2A) con mejor score (57.3486). En el panel B, se tiene la 

visualización 3D y 2D del indazol (YPC-3) con score de 11.2040 [54]. 

Figura 19. Visualización en 2D, Visualización 3D y principales interacciones observadas 

para los compuestos YPC-2A (A), YPC-3 (B) observadas en GOLD (Gold score). 

A) Interacciones 3D Interacciones 2D 

 

 

 

B) Interacciones 3D Interacciones 2D 
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Adicional a lo anterior, de las 17 interacciones reportadas en la literatura, se 

aprecian de 13 a 17 interacciones para las moléculas YPC-1A, YPC-2A, YPC-1–

YPC-5, lo que indica similitud de interacciones ligando-receptor comparado con la 

CA-4, sin embargo, se muestras interacciones no favorables para algunas 

moléculas (Tabla 8). Cabe mencionar que, a pesar de que YPC-3 muestra las 

mismas interacciones que CA-4, sin embargo, presenta diferente energía de unión 

y afinidad, debido a que el tipo de interacciones ligando-receptor son diferentes. 

Tabla 8. Principales interacciones observadas en GOLD (GOLDscore). para los 

compuestos y CA-4  
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YPC-1  ✓ ✓ ✓ ✓ ✓   ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓  ✓ ✓ 13 

YPC-2 ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓  ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 16 

YPC-3 ✓ ✓ ✓* ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓* ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 17 

YPC-4 ✓* ✓ ✓
* ✓ ✓ ✓ ✓ ✓* ✓* ✓ ✓ ✓ ✓ ✓*  ✓ ✓ 16 

YPC-5 ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓  ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 16 

YPC-1A ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓     ✓ ✓ 13 

YPC-2A ✓  ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 16 

* Moléculas que presentan enlaces no favorables.   

Es importante tomar en cuenta que el programa Discovery Studio Visualizer v20.1.0, 

considera parámetros de distancia de enlace que pueden afectar como se clasifican 

o determinan las interacciones ligando-receptor. Por lo que, los choques o Bump 

que se observan en este programa, en otros visualizadores podrían o no 

observarse.  

8.3 Síntesis de las moléculas 

Se realizó la síntesis de los compuestos, de acuerdo con la metodología descrita en 

el apartado 7.4 para los derivados de indol e indazol (YPC-2A, YPC-1 a YPC-5), en 

la cual se obtuvieron rendimientos globales que van desde 25 a 36 % de 

rendimiento. También, se describe en la Tabla 9 las características físicas de los 

compuestos, así como sus puntos de fusión.  
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Tabla 9. Características físicas de los compuestos sintetizados, punto de fusión y 
rendimiento obtenido 

Compuesto Características p.f. (°C) Rendimiento (%) 

YPC-2A Sólido amarillo 168-170 33 

YPC-1 Sólido naranja claro 198-199 34 

YPC-2 Sólido naranja obscuro 108-110 29 

YPC-3 Sólido naranja obscuro 70-75 25 

YPC-4 Sólido amarillo obscuro 179-181 34 

YPC-5 Sólido amarillo obscuro 142-144 36 

 

8.3.1 Síntesis de derivado de indol: YPC-2A 

La síntesis del compuesto derivado de indol se realizó a partir del 2-fenilindol, al que 

se le realizó una bromación en la posición 3 utilizando NBS con DMF como 

disolvente, como se menciona en el apartado 7.4.3., y un acoplamiento de Suzuki-

Miyaura. El compuesto YPC-2A se purificó por cromatografía en columna y 

recristalización con MeOH. La caracterización se llevó a cabo por resonancia 

magnética nuclear de 1H y 13C. 

En el espectro de 1H de YPC- 2A (Figura 20) se observa la presencia de una señal 

que corresponden al H-N del indol en 8.2 ppm, además se identificó un doblete para 

H4 en 7.67 ppm, un doblete en H7 en 7.43 ppm, H6 se observó un triplete en 7.14 

ppm y un triplete para H5 en 7.28 ppm qué corresponden a los anillos del indol. Por 

otro lado, se observan señales para el fenilo en la posición 2 del indol, H2' y H6' 

corresponden a un doblete en 7.45 ppm, un triplete para H3' y H5' en 7.33 ppm y 

H4' en 7.23 ppm se observó un triple de dobles. También, se identificaron señales 

para H6" se identificó un doble de dobles en 6.90 ppm, un doblete para H2" en 7.04 

ppm, H5" mostró un doblete en 6.87 ppm, mientras que el -OH que se encuentra en 

el anillo disustituido se observa en H7" con un desplazamiento de 5.61 ppm y para 

-OCH3 (H8") en 3.93 ppm, (Tabla 10).  
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Tabla 10. Desplazamientos químicos (δ) en RMN de 1H para YPC-2A 

Molécula YPC-2A 

H-1 8.21 (s, 1H) 

H-4 7.67 (d, 1H) 

H-5 7.28 (t, 1H) 

H-6 7.14 (t, 1H) 

H-7 7.43 (d, 1H) 

H-2´ 7.45 (d, 2H) 

H-3´ 7.33 (t, 2H) 

H-4´ 7.23 (td, 1H) 

H-5´ 7.33 (t, 2H) 

H-6´ 7.45 (d, 2H) 

H-2´´ 7.04 (d, 1H) 

H-5´´ 6.87 (d, 1H) 

H-6´´ 6.90 (dd, 1H) 

H-7´´ 5.61 (s, 1H) 

H-8´ 3.93 (s, 3H) 

 

Figura 20. Espectro de RMN de 1H (600 MHz, CDCl3) del compuesto YPC-2A. 

Asimismo, en el espectro de 13C se confirma la presencia del producto esperado 

(Figura 21). Se tienen señales para C2 en 135.74 ppm, C7a en 133.78 ppm, C3a 

en 128.22 ppm, C5 en 122.59 ppm, C6 en 121.94 ppm, C3 en 114.61 ppm, C7 en 

116.26 ppm qué se asignaron a la estructura del indol. Asimismo, para las señales 

de C1' en 132.72 ppm, C3' y C5' en 128.64 ppm, C2' y C6' en 128.05 ppm y C4' en 

127.58 ppm se asignaron al anillo de fenilo unido al indol en la posición 2. 
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Finalmente, para el anillo disustituido se observaron señales para C4" en 145.49 

ppm, C3" en 145.18 ppm, C1" en 128.64 ppm, C2" en 110. 77 ppm, C5" en 110.77 

ppm y C8" (correspondiente al grupo -OCH3) en 55.90 ppm, como se ve en la Tabla 

11. Tomar en cuenta que la asignación del espectro se realizó a partir de la 

predicción. 

Tabla 11. Desplazamientos químicos (δ) en RMN de 13C para YPC-2A 

Molécula YPC-2A 

C-2 135.74 

C-3 114.61 

C-3a 128.28 

C-4 119.75 

C-5 122.59 

C-6 121.94 

C7 116.26 

C-7a 133.78 

C-1´ 132.72 

C-2´ 128.05 

C-3´ 128.64 

C-4´ 127.58 

C-5´ 128.64 

C-6´ 128.05 

C-1´´ 128.89 

C-2´´ 110.77 

C-3´´ 145.19 

C-4´´ 145.49 

C-5´ 110.77 

C-6´ 120.20 

C-8´ 55.90 
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Figura 21. Espectro de RMN de 13C (151 MHz, CDCl3) del compuesto YPC-2A. 

8.3.2 Síntesis de derivados de indazol: YPC-1 a YPC-5 

La obtención de los derivados de indazol (YPC-1 a YPC-5) se realizó a partir de la 

formación de la imina utilizando el 2-veratraldehído y la anilina correspondiente, esto 

se hizo a través de una reacción por ultrasonicación por 2 h. Una vez obtenida la 

imina, se realizó la formación del 2H-indazol utilizando P(OEt)3 para la ciclación que 

se lleva a cabo de 3 a 4 h aproximadamente a una temperatura de 150 °C. 

Posteriormente, se llevó a cabo una bromación en la posición 3 del indazol, para 

ello se usó 0.5 equivalentes de una solución de Br2/AcOH 1M que se deja por 1 h a 

temperatura ambiente (apartado 7.4.5). Finalmente, con un acoplamiento de 

Suzuki-Miyaura en la posición 3 del indazol se incorporó el fenilo disustituido o 

trisustituido (apartado 7.4.6). 

Se realizó la caracterización de todos los compuestos utilizando RMN 1H, como se 

puede ver en la Tabla 12, que resume los desplazamientos químicos observados 

para cada uno de los protones de los compuestos.  

De manera general, se observó que los protones H4 y H7 del indazol se encuentran 

en un desplazamiento químico de 6.98 a 7.07 ppm y de 6.83 a 6.88 ppm, mientras 

que para los -OCH3 en posiciones 5 y 6 se observaron singuletes con un 
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desplazamiento que va de 3.83 a 3.99 ppm. Por otro lado, para el fenilo que se 

encuentra en la posición 2, se observó para H2´en un desplazamiento de 6.51 a 

7.40 ppm, para el protón H3´ y H4´ entre 7.35 a 7.44 ppm (YPC-1 y YPC-2), además 

para H5´se observaron señales que van de 6.77 a 7.35 ppm, para H6´se señales 

con un desplazamiento de 6.63 a 7.40 ppm. Para el caso del compuesto con el anillo 

trisustituido con grupos -OCH3 (YPC-3), H7´ se mostró un singulete en 3.71 ppm, 

para H8´un singulete en 3.86 ppm y para H9´en 3.71 ppm. Para los compuestos con 

anillo disustituidos con -OCH3 en posición para y el sustituyente -OH en posición 

meta (YPC-3 y YPC-4) se encontró que para H7´y H7´´ (grupo -OH) se encuentra 

en 5.91 ppm para YPC-3 y para YPC-4 en 5.81 ppm, así como para H8´y H8´´ (grupo 

-OCH3) se encuentran un singulete en 3.93 y 3.91 ppm, respectivamente.  

Por otro lado, para el fenilo que se encuentra en la posición 3 del indazol se 

determinó que el protón H2´´se encuentra en 6.49 a 6.95 ppm, el protón H6´´ en 

6.49 a 7.02 ppm, mientras que H3´´ y H4´´se encuentran entre 7.29 a 7.44 ppm para 

el compuesto YPC-1 como un multiplete. Asimismo, H5´´ se observa en 6.77 a 6.89 

ppm (para YPC-1 a YPC-3 y YPC-5). En el caso del compuesto con TMP (YPC-4) 

se puede determinaron los desplazamientos para los protones H7´´, H8´´ y H9´´ en 

3.78 a 3.84 ppm. Para YPC-5 el grupo -OH y el grupo -OCH3 se encuentran en 3.91 

a 3.89 ppm como multipletes, como se ve en la Figura 22. 
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Tabla 12. Desplazamientos químicos (δ) en RMN de 1H para los compuestos YPC-1 a YPC-

5 

 

 

 
 

 
 

 

Molécula YPC-1 YPC-2 YPC-3 YPC-4 YPC-5 

H-4 7.07 (s, 1H) 7.05 (s, 1H) 7.04 (s, 1H) 6.98 (s, 1H) 7.01 (s, 1H) 

H-7 6.88 (s, 1H) 6.86 (s, 1H) 6.84 (s, 1H) 6.83 (s, 1H) 6.88 (s, 1H) 

H-8 3.99 (s, 3H) 3.98 (s, 3H) 3.98 (s, 3H) 3.84 (s, 3H) 3.96 (s, 3H) 

H-9 3.91 (s, 3H) 3.90 (s, 3H) 3.89 (s, 3H) 3.83 (s, 3H) 3.89 (s, 3H) 

H-2´ 7.44 - 7.29 
(m, 10H) 

7.40 (d, 2H) 6.63 (s, 2H) 6.51 (d, 1H) 6.79 (s, 1H) 

H-3´ 7.44 - 7.29 
(m, 10H) 

7.35 (t, 2H) - - - 

H-4´ 7.44 - 7.29 
(m, 10H) 

7.31 (t, 1H) - - - 

H-5´ 7.44 - 7.29 
(m, 10H) 

7.35 (t, 2H) - 6.77 (dd, 1H) 6.80-6.6.77 
(m, 3H) 

H-6´ 7.44 - 7.29 
(m, 10H) 

7.40 (d, 2H) 6.63 (s, 2H) 6.99 (d, 1H) 6.92 (d, 1H) 

H-7´ - - 3.71 (s, 6H) 5.81 (s, 1H) 3.91 - 3.89 (m, 
11H) 

H-8´ - - 3.86 (s, 3H) 3.91 (s, 3H) 3.91 - 3.89 (m, 
11H) 

H-9´ - - 3.71 (s, 6H) - - 

H-2´´ 7.44 - 7.29 
(m, 10H) 

6.95 (d, 1H) 6.79 (dd, 1H) 6.49 (s, 2H) 6.86 (s, 1H) 

H-3´´ 7.44 - 7.29 
(m, 10H) 

- - - - 

H-4´´ 7.44 - 7.29 
(m, 10H) 

- - - - 

H-5´´ 7.44 - 7.29 
(m, 10H) 

6.79 (dd, 1H) 6.89 (d, 1H) - 6.80 - 6.77 (m, 
3H) 

H-6´´ 7.44 - 7.29 
(m, 10H) 

6.86 (d, 1H) 7.02 (d, 1H) 6.49 (s, 2H) 6.99 (d, 1H) 

H-7´´ - 5.74 (s, 1H) 5.91 (s, 1H) 3.78 (d, 6H) 3.91 - 3.89 (m, 
11H) 

H-8´ - 3.93 (s, 3H) 3.93 (s, 3H) 3.84 (s, 3H) 3.91 - 3.89 (m, 
11H) 

H-9´ - - - 3.78 (d, 6H) - 
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Figura 22. Espectro de RMN de 1H (600 MHz, CDCl3) del compuesto YPC-2. 

8.4 Pruebas en líneas celulares 

8.4.1 Porcentaje de inhibición del crecimiento celular en SK-LU-1 y HeLa 

A continuación, se presentan los resultados obtenidos en la evaluación de la 

actividad citotóxica de los compuestos YPC-2A, YPC-1–YPC-5; para ello se realizó 

el ensayo de sulforodamina B (SRB), siguiendo la metodología reportada por Vichai 

y Kirtikara [103] sobre las líneas celulares humanas de cáncer cervicouterino (HeLa) 

y de adenocarcinoma de pulmón (SK-LU-1). El ensayo se realizó empleando la CA-

4 como control positivo y los compuestos sintetizados, con un tiempo de incubación 

de las líneas celulares de 48 h, los detalles de la metodología experimental se 

encuentran en la sección 7.5 de la parte experimental. Se determinó el porcentaje 

de inhibición celular a una concentración de 50 μM, como se puede observar en la 

Tabla 13. 
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Tabla 13. Porcentaje de inhibición del crecimiento celular a 50 μM en las líneas celulares 

SK-LU-1 y HeLa 

  SK-LU-1  HeLa 

 Compuesto % de inhibición a 
una concentración 

de 50 μM 

% de inhibición a 
una concentración 

de 50 μM 

 

YPC-2A 74.38 ± 0.96 67.52 ± 0.34 

 

YPC-1* 15.61 ± 4.93 29.10 ± 3.46 

 

YPC-2* 59.02 ± 0.99 56.82 ± 5.64 

 

YPC-3 71.28 ± 5.45 60.20 ± 2.48 

 

YPC-4 30.47 ± 2.23 50.66 ± 2.30 

 

YPC-5 56.69 ± 9.94 41.98 ± 0.77 

*Compuestos que precipitan a 50 μM. 

8.4.2 Concentración Inhibitoria 50 (CI50) 

Se determinaron las curvas dosis-respuesta gradual para los compuestos YPC-2, 

YPC-3 y YPC-2A en las líneas celulares cancerosas SK-LU-1 y HeLa. Los 

resultados de las CI50 (M) se expresan como el promedio de tres réplicas ± 

desviación estándar, también se determinó la CI50 para el control positivo (CA-4) 

como se observa en la Tabla 14. Los compuestos YPC-2, YPC-3 y YPC-2A se 

seleccionaron para determinar la CI50, debido a que se observaron valores altos de 

porcentaje de inhibición en ambas líneas celulares. 
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Tabla 14. Valores calculados de CI50 (µM) para los compuestos YPC-2, YPC-3 y YPC-2A 

 YPC-2 YPC-3 YPC-2A CA-4 

SK-LU-1 46.65 ± 6.32 μM 50.26 ± 0.84 μM 7.38 ± 0.15 μM 0.021 ± 0.002 μM 

HeLa 38.31 ± 7.88 μM 35.68 ± 2.34 μM  20.39 ± 0.13 μM  0.014 ± 0.001 μM 

 

8.4.3 Observación de cambios morfológicos a través de microscopia de 

campo claro  

Se analizaron los cambios morfológicos en células SK-LU-1 y HeLa tratadas con los 

compuestos YPC-2A, YPC-1–YPC-5 y la CA-4 como control positivo.  

En el control negativo (células sin tratamiento) observamos la morfología normal de 

las células, el crecimiento en una monocapa y células poligonales fuertemente 

adheridas, tanto para SK-LU-1 como en HeLa. En la Figura 23, se observa las 

células con tratamiento CA-4 a 0.0312 M para células SK-LU-1 y HeLa, 

comparadas con células normales (sin tratamiento). Como se describió 

anteriormente, se presentó la pérdida de la monocapa y el cambio morfológico de 

células poligonales a células redondeadas, además de que las células no se 

encuentran adheridas.  

La CA-4 es uno de los agentes citotóxicos con mayor potencia, por lo que se calculó 

una CI50 = 0.021 M en células de adenocarcinoma de pulmón (SK-LU-1) y CI50 = 

0.014 M en células de cáncer cervicouterino (HeLa). 
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Figura 23. Micrografía de células SKLU-1 y HeLa sin tratamiento y células tratadas con el 

control positivo (CA-4). 

A continuación, se capturaron fotografías del efecto de los compuestos a una 

concentración de 50 M, en el que se observaron cambios morfológicos en las 

células SK-LU-1. Para los compuestos YPC-1, YPC-4 y YPC-5 se observó la 

presencia de células ligeramente redondeadas, en comparación a las células 

poligonales características de las células SK-LU-1 sin tratamiento, además se 

puede ver la disminución de la monocapa de células. Sin embargo, el efecto de la 

inhibición de la formación de la monocapa, así como de la disminución de la 

población celular, la presencia de células redondeadas y con características de 

células apoptóticas se observó para los compuestos YPC-2, YPC-3 y YPC-2A como 

se observa en la Figura 24. 
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Figura 24. Micrografía de células SK-LU-1 tratadas con los compuestos YPC-2A, YPC-1–

YPC-5 comparando su efecto con respecto a células sin tratamiento. 

Además, se capturaron fotografías del efecto de los compuestos a una 

concentración de 50 M, en el que se observaron cambios morfológicos en las 

células HeLa. Para los compuestos YPC-1, YPC-4 y YPC-5 se observó la presencia 

de células redondeadas, en comparación a las células poligonales características 

de las células HeLa sin tratamiento, además se puede ver la disminución de la 

monocapa de células cancerosas. Por otro lado, el efecto de la inhibición de la 
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formación de la monocapa, así como de la disminución de la población celular, la 

presencia de células redondeadas y con características de células apoptóticas se 

observó para los compuestos YPC-2, YPC-3 y YPC-2A como se muestra en la 

Figura 25.  

HeLa (50 M) 

C
o

n
tr

o
l 

n
e

g
a

ti
v

o
 

 

Y
P

C
-2

A
 

 

Y
P

C
-1

 

 

Y
P

C
-2

 

 

Y
P

C
-3

 

 

Y
P

C
-4

 

 

Y
P

C
-5

 

 

 

 

Figura 25. Micrografía de células HeLa tratadas con los compuestos YPC-2A, YPC-1–

YPC-5 comparando su efecto con respecto a células sin tratamiento. 
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Finalmente, se obtuvieron las micrografías de las células SK-LU-1 y HeLa tratadas 

con los compuestos YPC-2, YPC-3, YPC-2A, a los que se les determinó la CI50. Se 

puede ver un efecto en el aspecto morfológico de las células; hay redondeamiento 

de las células, pérdida de la formación de la monocapa, disminución en la población 

de celular y células en estado de apoptosis para todos los compuestos. Sin 

embargo, en el compuesto YPC-2A se puede observar un cambio morfológico más 

notable, y se tiene que considerar que el cambio se observa a una menor CI50, a 

comparación de YPC-2 y YPC-3, como se puede observar en la Figura 26. 

 YPC-2 (46.65 ± 6.32 μM) YPC-3 (50.26 ± 0.84 μM) YPC-2A (7.38 ± 0.15 μM) 

S
K

-L
U

-1
 

   

 YPC-2 (38.31 ± 7.88 μM) YPC-3 (35.68 ± 2.34 μM)  YPC-2A (20.39 ± 0.13 μM)  
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Figura 26. Micrografía de células SK-LU-1 y HeLa tratadas con los compuestos YPC-2, 

YPC-3, YPC-2A, a los que se calculó la CI50 (M), observando cambios morfológicos 

importantes. 

8.5 Estudios de estructura actividad (SAR) de los compuestos YPC-2A, 

YPC-1–YPC-5  

Se realizó un estudio SAR para todas las moléculas (YPC-2A, YPC-1–YPC-5) de 

acuerdo con los estudios de acoplamiento molecular realizados, en los que de 

manera general se observó que el grupo trimetoxilo como sustituyentes en el anillo 

de fenilo, se encuentra en una hendidura hidrofóbica de la /-tubulina al interactuar 
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con residuos de aminoácidos como: Val238, Cys241, Leu242, Val238, Ala250, 

Leu255, Ala316, Ile318, Met259, Val181, Lys352, Asn349 y Ile378, con 

interacciones de tipo Van der Waals, alquilo y π-alquilo.  

Mientras que las moléculas que tienen presente el anillo disustituido (-OH en meta), 

presentan interacciones de tipo puentes de hidrógeno con los residuos de 

aminoácidos: Asn101, βAsn258, Leu248, βAsp251 y Ala317; y (-OCH3 en para) se 

observan interacciones hidrofóbicas con los residuos de aminoácidos: βIle378, 

βIle318, βLeu248, βCys241, βAla316, βLeu242, βLeu255, βLys254, βVal238, αAsn101 y 

αThr179, con interacciones de tipo, C-H, Van der Waals, alquilo y -alquilo. 

Para el caso del heterociclo de indol se observaron interacciones -σ, -alquilo y 

alquilo con residuos de aminoácidos como: βMet259, βLys252, βAla316, αAla181, 

βLeu255, βAla250, βCys241, βLeu242. Por otro lado, para el heterociclo de indazol se 

observaron interacciones -azufre, -amida apilada, -alquilo y alquilo con residuos 

de aminoácidos como: βMet259 y βCys241 (-azufre), βLys254 (-amida apilada), 

además βAsn258, βAla316, βLys352, βLeu255, αVal181, βAla354, βAla250 y βLeu248.  

Los grupos -OCH3 que se encuentran en las posiciones 5 y 6 del indazol presentan 

interacciones de tipo C-H con aminoácidos como: αVal181, βLys352, βAsn350, βAsn349, 

αAla180, βAsn258, así como con residuos como βGly237 y βVal238. 

A partir de los diagramas de interacción obtenidos del estudio de acoplamiento 

molecular, se describieron siete regiones con características estructurales 

específicas de los compuestos para unirse de manera específica con el sitio de 

unión de la α/β-tubulina (Figura 27). En el panel A, se tiene a la CA-4 con las 

principales interacciones reportadas, con los residuos de aminoácido αThr179, 

βCys241 y βMet259, también se observan las principales regiones de interacción de 

los compuesto YPC-2A, YPC1 a YPC-5. En el panel B, se describen las principales 

regiones estructurales identificadas con una breve explicación. 
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A Molécula 

 
B Región Descripción 

 R1 -OCH3 actúa como HA al tener una interacción con βAla316 que 
los comparte CA-4 y los compuestos sintetizados 

R2 -OH actúa como HD al interactuar con el residuo αThr179 (CA-4) 

y para los compuestos sintetizados con Asn101, βAsn258, 

Leu248, βAsp251 y Ala317 
R3 -OCH3 actúa como un potencial HA con los residuos αThr179, 

βLys254 (para los compuestos sintetizados) y βLys352 (CA-4) 
R4 Se caracteriza por una interacción tipo -azufre entre βMet259 

(CA-4) y un anillo aromático y con el residuo βLys254 
R5 Se caracteriza por una interacción tipo -σ con el residuo 

βLeu255 
 R6 Se caracteriza por una interacción del heterociclo con el residuo 

βAla316 y con βLys352  
 R7 Se caracteriza por una interacción del heterociclo con el residuo 

βAla316 y con βLys352 

Figura 27.  A) Estructura de los compuestos YPC-2A, YPC1 a YPC-5 y CA-4 en la que se 

marca en color las regiones estructurales que participan en la interacción con el sitio de 

unión de la α/β-tubulina. B) Regiones estructurales que participan en la interacción con el 

sitio de unión de la α/β-tubulina y una descripción breve. 
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Con los estudios SAR se puede decir que, la presencia del grupo trimetoxifenil unido 

en la posición 2 del heterociclo es necesario, ya que se observó en los estudios de 

acoplamiento molecular, que el anillo trisustituido presenta una interacción con el 

residuo de aminoácido βAla316. Además, son importantes las interacciones de 

puente de hidrógeno entre el anillo disustituido, principalmente con el grupo -OH y 

los residuos Asn101, βAsn258, Leu248, βAsp251 y Ala317. Además, se puede sugerir 

que la actividad biológica de los compuestos está relacionada con la presencia de 

las 17 interacciones reportadas entre la CA-4 y el heterodímero /-tubulina. 

Tomando en cuenta lo anterior, se sugiere que la actividad citotóxica no se ve 

influenciada por la presencia del grupo -OCH3 en las posiciones 5 y 6 del indazol, 

de acuerdo con lo ya reportado en la literatura y los resultados obtenidos en los 

ensayos. Además, el cambio del heterociclo es importante para modular la actividad 

citotóxica, ya que se observa que hay mayor actividad para el compuesto YPC-2A 

(CI50 = 7.38 μM en SK-LU-1 y CI50 = 20.39 μM en HeLa) que los derivados de 

indazol.  

Como se mencionó anteriormente, la presencia del anillo disustituido en la posición 

3 del heterociclo es de gran relevancia para la actividad citotóxica de los 

compuestos, ya que aquellos con este patrón de sustitución han demostrado tener 

actividad en líneas celulares, como es el caso de los compuestos YPC-2 (CI50 = 

46.65 μM en SK-LU-1 y CI50 = 38.31 μM en HeLa) y YPC-3 (CI50 = 50.26 μM en SK-

LU-1 y CI50 = 35.68 μM en HeLa). 

De acuerdo con los resultados obtenidos en las pruebas de citotoxicidad frente a 

líneas celulares SK-LU-1 y HeLa, se determinó que el orden decreciente de los 

compuestos con respecto al porcentaje de inhibición es el siguiente:  

Para la línea celular SK-LU-1 el orden es: YPC-2A > YPC-3 > YPC-2 > YPC-5 > 

YPC-4 > YPC-1 con valor de % de inhibición de: 74.36 > 71.28 > 59.02 > 56.69 > 

30.47 > 15.61 a una concentración de 50 M, respectivamente, Figura 28. 
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Figura 28. Orden decreciente del porcentaje de inhibición observado para la línea celular 

SK-LU-1 para los compuestos YPC-2A, YPC-1 a YPC-5. 

Para la línea celular HeLa el orden es: YPC-2A > YPC-3 > YPC-2 > YPC-4 > YPC-

5 > YPC-1 con valor de % de inhibición de: 67.52 > 60.20 > 56.82 > 50.66 > 41.98 

> 29.10 a 50 M, respectivamente, Figura 29. 

 

Figura 29. Orden decreciente del porcentaje de inhibición observado en la línea celular 

HeLa para los compuestos YPC-2A, YPC-1 a YPC-5. 
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Finalmente, es importante mencionar que la diferencia en las CI50, para los 

compuestos YPC-2A, YPC-2 y YPC-3 en las líneas celulares SK-LU-1 y HeLa, se 

puede deber a que en líneas celulares de pulmón se encuentra más expresadas 

algunas isoformas en comparación con la línea celular de cáncer cervicouterino 

como la isoforma βVIII, mientras que se expresan de manera similar en la isoformas 

βI, βIIa, βIIb, βIVa y βV para líneas celulares de pulmón y cervicouterino de acuerdo 

con lo observado en el Atlas de Proteínas Humanas [104].  

Se ha observado que los microtúbulos que tienen la expresión alterada de tubulinas 

βI, βII, βIII, βIVa y βV también se ha asociado con la resistencia a fármacos y 

resultados negativos en varios tipos de cáncer. Por otro lado, se ha observado que 

al hacer un alineamiento de las isoformas de β-tubulina de humano tomando como 

referencia la βIII, el porcentaje de identidad con βI es de 77.33 %, βIIa de 91.46 %, 

βIIb de 91.69 %, para βIVa es de 92.57 %, de βV de 91.89 % y para el caso de βVI 

es de 92.38 %. Considerando que la βIII es una isoforma dinámica y que se ha visto 

asociada con la resistencia fármacos como el Paclitaxel principalmente.  

Asimismo, es importante mencionar que los estudios de acoplamiento molecular se 

realizaron con la α/β-tubulina de Bos Taurus (PDB: 5LYJ) que tiene la CA-4 co-

cristalizada, se ha observado que en los alineamientos con los diferentes isotipos 

de β-tubulina considerando los aminoácidos reportados de la unión de la CA-4 con 

el sitio de unión, se observa que la βVal238 cambia para la isoforma βI por una 

isoleucina, en el caso de βCys241 cambia para las isoformas βI, βIII y βVI por una 

serina y la βIle318 cambia para las isoformas βIII, βIVa, βV y βVI por una valina. Por 

lo que, es relevante tomar en cuenta las isoformas de la β-tubulina ya que pueden 

influenciar en la afinidad de los ligandos con el sitio de unión.  

Con lo anterior, se sugiere que el compuesto derivado de indol (YPC-2A) va dirigido 

hacia las isoformas βIII y en βIVa, debido a que presenta mayor citotoxicidad en la 

línea celular SK-LU-1. Sin embargo, para los compuestos derivados de indazol 

(YPC-2 y YPC-3) se puede sugerir que van dirigidos hacia la isoforma βVI, ya que 

su actividad citotóxica es mayora en la línea celular HeLa.  
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Es importante mencionar que, el programa de acoplamiento molecular que se 

adapta mejor a mi caso de estudio es AutoDock 4.2, ya que los resultados obtenidos 

en los ensayos biológicos coinciden con lo observado en los puntajes de energías 

de unión. Mientras que, GOLD predijo más cercanamente que el derivado de indol 

YPC-2A tendría mayor afinidad por el sitio de unión y, por tanto, mayor actividad 

inhibitoria.  

9. CONCLUSIONES 

Se diseñaron siete moléculas derivadas de indol e indazol a partir de CA-4, a las 

que se les realizaron estudios de acoplamiento molecular utilizando tres programas 

diferente; se determinaron las interacciones ligando-proteína, las mejores poses y 

energías de unión.  

El programa de acoplamiento molecular más adecuado para mi caso de estudio es 

AutoDock 4.2, por su aproximación a lo observado en los ensayos biológicos. 

Se determinaron las características fisicoquímicas de las moléculas propuestas, con 

las que se determinó si son candidatos a lead por su biodisponibilidad oral.  

Se lograron sintetizar seis moléculas propuestas, a través de síntesis convencional, 

además los compuestos obtenidos fueron caracterizados por resonancia magnética 

nuclear.  

Se realizaron las pruebas de citotoxicidad en líneas celulares de cáncer de pulmón 

(SK-LU-1) Y cáncer cervicouterino (HeLa) con el ensayo de sulforodamina B.  

Se determinó que todos los compuestos propuestos tienen actividad citotóxica a 50 

μM, en donde se observaron cambios morfológicos en las células SK-LU-1 y HeLa.  

Se calcularon las CI50 de los compuestos YPC-2A, YPC-2 y YPC-3 con valores que 

van de 7.38 a 50.26 μM, sin embargo, no se obtuvo una actividad citotóxica mayor 

que la CA-4. 

Se realizó un estudio de estructura-actividad (SAR) para cada compuesto, que 

mostró las regiones estructurales de mayor relevancia que se unen al sitio de unión 

de la α/β-tubulina.   
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Figura 30. Espectro de RMN de 1H (600 MHz, CDCl3) del compuesto 1a. 

 

 

Figura 31. Espectro de RMN de 13C (151 MHz, CDCl3) del compuesto 1a. 
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Figura 32. Espectro de RMN de 1H (600 MHz, CDCl3) del compuesto YPC-2A. 

 

 

Figura 33. Espectro de RMN de 13C (151 MHz, CDCl3) del compuesto YPC-2A. 
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Figura 34. Espectro de RMN de 1H (600 MHz, CDCl3) del compuesto YPC-1. 

 

 

Figura 35. Espectro de RMN de 1H (600 MHz, CDCl3) del compuesto YPC-2. 
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Figura 36. Espectro de RMN de 1H (600 MHz, CDCl3) del compuesto YPC-3. 

 

 

Figura 37. Espectro de RMN de 1H (600 MHz, CDCl3) del compuesto YPC-4. 
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Figura 38. Espectro de RMN de 1H (600 MHz, CDCl3) del compuesto YPC-5. 

 

 


