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1. LISTADO DE ABREVIATURAS

5,10-metilen-THF 5,10-metilentetrahidrofolato

5-FdUTP 5-Fluoro-2’-desoxiuridin-5"-trifosfato
5-FdUMP Acido 5-fluoro-2’-desoxiuridilico
5-FU 5-Fluorouracilo

CCR Cancer colorrectal

DHFR Dihidrofolato reductasa

DHF Acido dihidrofélico

DPD Dihidropirimidina deshidrogenasa
duMP Desoxiuridilmonofosfato

FPGS Folipoliglutamato sintetasa

LV Leucovorina

PLP Piridoxal fosfato

RFC Transportador de folatos reducidos
SHMT Hidroximetil transferasa

THF Tetrahidrofolato

TFT Trifluoridina

T™MP Acido timidilico

TP Timidina fosforilasa

TS Timidilato sintasa

2. RESUMEN

Las células tumorales son generalmente de divisidon rapida, por lo que presentan una alta
demanda de bases puricas y pirimidinicas. Entre las derivadas del anillo de pirimidina, se
encuentra la timina. Los nucleétidos que contienen esta base nitrogenada forman parte del
ADN en forma de acido timidilico.

La timidilato sintasa (TS) es una enzima fundamental en el proceso de sintesis del ADN, ya
gue cataliza la transformacién de dUMP a 4cido timidilico. Es la Unica fuente de obtencion
de timidina de novo en la célula. Su inhibicidon supone el desabastecimiento total de esta
base pirimidinica y por tanto la alteraciéon de la sintesis del ADN.

Se han desarrollado gran variedad de farmacos, entre los que destaca el 5-fluorouracilo (5-
FU) que lleva usdndose en clinica desde hace 60 afios, y actualmente contintda siendo el
tratamiento de eleccidn para algunos canceres. Su disefio se basa en la analogia de éste con
el sustrato original de la TS.

A partir del 5-FU se han desarrollado otros farmacos antitumorales para multitud de tipos de
cancer. Las aproximaciones realizadas para su mejora en su mayoria han ido encaminadas a
la disminucion de la toxicidad del 5-FU y la mejora de sus propiedades farmacocinéticas y
farmacodinamicas.

3. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial, siendo responsable de
aproximadamente 9.6 millones de decesos durante el 2018 seguin la OMS. (1)

Este término se usa para englobar aquellas enfermedades que pueden afectar a cualquier
parte del cuerpo y que se caracterizan por la pérdida de control de los mecanismos de
regulacién de los procesos normales de multiplicacion y crecimiento celular. El crecimiento
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descontrolado de dichas células en determinados tejidos puede dar lugar a la invasién y
destruccién de tejidos adyacentes y a su vez a la propagacion a otras zonas del cuerpo en un
proceso denominado metastasis.

Estas células neoplasicas o tumorales pierden capacidades como la de diferenciarse y
adquieren otras como son: la proliferacion independiente de las sefiales de crecimiento, la
capacidad de replicacién ilimitada, el desarrollo de mecanismos para escapar de la
apoptosis, la resistencia a sefiales antiproliferativas y la emision de factores angiogénicos
qgue permiten la formacién de nuevos vasos sanguineos para la llegada de mayor cantidad de
metabolitos y oxigeno, en definitiva, para suplir ese aumento de la masa tumoral.

El obstaculo mas importante a la hora de tratar el cancer es que es una enfermedad
multifactorial, de evolucién lenta, en la que intervienen tanto factores externos como
genéticos. Varios tipos de genes participan en su desarrollo, encontrandose entre ellos los
oncogenes, los genes supresores, los de la telomerasa y los que codifican para la
sefializacion de la apoptosis, entre otros. Hay mds de 200 canceres procedentes de distintos
defectos celulares, por lo que el tratamiento efectivo para un tipo de cdncer puede no serlo
para otro.

Entre los tratamientos mas usuales encontramos la radioterapia, la cirugia y la
quimioterapia. En esta ultima, los farmacos administrados concomitantemente deben tener
mecanismos de accion diferentes, de tal manera que aumente la efectividad, disminuya la
toxicidad y se evite el desarrollo de mecanismos de resistencia al tratamiento (2).

La quimioterapia moderna tiene su origen en el desarrollo de las mostazas nitrogenadas
como arma quimica. Desde aquel entonces se han desarrollado sustancias tanto sintéticas
como semi-sintéticas para suplir la escasez de productos naturales para la terapia del cancer.
Una de estas estrategias son los antimetabolitos. Son compuestos andlogos al sutrato
natural, de tal manera que interfieren con el proceso normal, inhibiendo rutas metabdlicas
esenciales.

La selectividad hacia las células tumorales se debe a la capacidad de estas de dividirse
rapidamente, ya que las enzimas que son inhibidas por estos metabolitos también pueden
encontrarse en células no cancerosas.

Un elemento fundamental para esta division es la sinteis de ADN, que puede ser inhibida
indirectamente gracias a farmacos que impiden a las enzimas intervenir en dicho proceso.
Entre ellas se encuentran los inhibidores de la timidilato sintasa.

4. OBIJETIVOS

Este trabajo trata de sintetizar la informacién recopilada a partir de varias fuentes
bibliograficas con respecto al mecanismo de la TS, la inhibicion de este mismo, y sus
consecuencias. También se busca entender la necesidad de inhibir esta enzima y las formas
de optimizar este proceso, de tal manera que se evite la toxicidad a la hora de utilizar los
farmacos antitumorales disponibles actualmente. No sdlo se busca conocer los farmacos en
uso, si no que también nos interesan las causas que llevaron a desechar los que entraron en
los ensayos clinicos y, por tanto, no han sido aprobados para su uso en clinica.
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5. METODOLOGIA

Se ha realizado un trabajo analitico, basado en la planificacion, organizacién y busqueda de
informacién en diferentes fuentes bibliograficas. Partiendo fundamentalmente de los datos
obtenidos del libro Medicinal Chemistry of Anticancer Drugs y ampliando la informacion
contenida en éste mediante bases de datos y otros estudios relacionados con la TS y los
farmacos que la inhiben. En este trabajo se intenta mostrar la visidn mas actual del
conocimiento disponible acerca de esta enzima.

6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. TIMIDILATO SINTASA

La timidilato sintasa es un homodimero formado por dos subunidades estructuralmente
idénticas entre si, cada una de ellas tiene una cavidad donde se encuentra el sitio activo. (3)
Un residuo de cisteina se situa a un lado de la cavidad, mientras que varios residuos de
arginina y uno de serina forman la base de esta. Cada sitio activo contiene residuos de
ambas subunidades, lo que hace que la enzima sea un dimero obligado. (4) (Figura 1)

Figura 1: Estructura del complejo ternario de la TS de E coli

En seres humanos, es el producto de la expresién del gen TYMS, localizado en el brazo corto
del cromosoma 18. Esta constituido por 7 exones. (5) Su RNA tiene un numero variable de
repeticiones en tandem, las cuales constan de 28pb. Estas secuencias repetidas juegan un
papel importante en el control de su expresidon y ademas son variantes que pueden predecir
la efectividad del 5-FU.

Mecanismo de accidn

La timidilato sintasa es una enzima metiltransferasa que interviene en la sintesis del acido
timidilico. Cataliza la conversién del dUMP a timidilato en una metilacién reductiva.

El proceso catalitico normal llevado a cabo por la TS, comienza cuando el dUMP se une a la
zona de reconocimiento de la enzima, lo que da lugar a un cambio de conformacién que
permite la apertura de la zona de unién del cofactor. Mediante una adicién de Michael el
residuo de cisteina situado en el centro activo de la TS queda unido covalentemente al C-6
del dUMP, siendo asi activado el C-5 en forma de enolato nucledfilo.
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Por otro lado, el cofactor, 5,10-CH,-THF, debe transformarse en su especie reactiva (2.21), el
ion metileniminio, especie capaz de ceder una unidad de carbono a la posiciéon 5 del dUMP.
Su formacidn ocurre tras la apertura del anillo de imidazolina, que podria dar lugar tanto al
ion 5- iminio como al 10- iminio, ya que ambos son suficientemente inestables para su
determinaciéon. En estudios cinéticos de la hidrdlisis del 5,10-CH,-THF se propuso el ion 5-
iminio ya que el N 5 es ligeramente mas basico que el N 10, ademas de ser este ultimo mejor
saliente.

Una vez formado el catién (2.21), serd atacado por el enolato del C-5 del dUMP (2.22), para
dar paso a un complejo ternario, formado por el cofactor, la enzima y el dUMP (2.23).

Un centro basico de la enzima capta el hidrégeno acido (H5), situado en alfa al carbonilo de
la base nitrogenada, permitiendo la separacion del THF (2.24). Se genera asi un
intermediario con un radical metilen en el C5 (2.25). Este intermediario es una especie muy
reactiva, por lo que sera atacada por un anién hidruro procedente del THF. En este ultimo
paso el 2.25 se reducira para obtener el TMP, ademds de permitir la liberacion de la enzima
y el cofactor en su foma oxidada (DHF). Figura 2. (6)
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Figura 2: Mecanismo de metilacion del dUMP por la TS.

El cofactor es fundamental para llevar a cabo la reaccién, ya que es el encargado de
transferir el &tomo de carbono desde su estructura a la posicidon 5 del anillo de pirimidina.
Una vez obtenido el TMP, el acido dihidrofdlico (DHF) debe volver a ser transformado en
5,10-CH,-THF. En este proceso de recuperacion intervienen otras dos enzimas (Figura 3):

- DHF reductasa (DHFR): reduce el producto de la reaccion a THF.

- Hidroximetil transferasa (SHMT): usa como cofactor el Piridoxal fosfato (PLP) y

cataliza la formacion del 5,10-CH,-THF, a la vez que transforma la serina en glicina.

Este proceso de metilacion forma parte del ciclo del timidilato.
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Figura 3: Ciclo del timidilato.

6.2. INHIBIDORES QUE SE UNEN AL SITIO DE UNION DEL dUMP EN LA TS.
6.2.1 5- FUY FLOXURIDINA

Los principales inhibidores de la TS son el 5-FU y su desoxinucleésido, la floxuridina (5-FUdR).
Estas fluoropirimidinas son el grupo de farmacos anticancerosos mds prescritos a nivel
mundial (6). Ambos se administran en forma de profarmacos.

El 5-FU accede a la célula mediante el mismo mecanismo de transporte facilitado que el
uracilo. Una vez dentro, es transformado en 5-fluoro-2’-desoxiuridina monofosfato (5-
FAUMP), su forma activa.

La bioactivacion de la Floxuridina es mucho mds simple, ya que solo necesita ser
monofosforilada para poder inhibir la TS. (Figura 4).
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Consecuencias de la inhibicion

Durante su bioactivacién, el 5-FU sufre una serie de cambios estructurales hasta llegar a su
forma activa. Algunos de los intermediarios de esta secuencia pueden contribuir mediante
distintos mecanismos a la generacion del dafio celular, estos son: (Figura 4)

- Inhibicién de la TS: Su forma activa, el 5-FdUMP, actia como antimetabolito. Impide

la accidon de la enzima, disminuyendo la sintesis de nucleétidos de timina. Esto
favorece la mutagénesis ya que llegado un punto comienzan a usarse otros
nucledtidos en sustitucién de los de timina. (7)
Por otro lado, la disminucion de timina también implica el agotamiento de TMP y
consecuentemente de dTTP, lo que altera el balance de otros desoxinucledtidos a
través de varios mecanismos feed-back. Estos desequilibrios, a su vez, llevan a la
alteracion de la relacion dATP/ TTP que interrumpe la sintesis de ADN y su
reparacion, y causa la muerte atiminica de la célula.

- Incorporacion al ADN: Las ADN polimerasas insertan en el genoma :

o El 5-fluoro-2’-desoxiuridin-5"-trifosfato (5-FAUTP) que genera dafio directo al
afectar al apareamiento de las bases.
o EIdUMP acumulado como consecuencia de la inhibicién de la TS.
Una vez insertados en el genoma, la toxicidad ocurre durante su reparacién, cuando
la ADN glicosilasa, enzima reparadora, encuentra el dafio y lo escinde, generando
muchas roturas en el ADN. (7)

- Incorporacion al ARN: Las ARN polimerasas incorporan el 5-FUTP al ARN, causando

alteraciones en el metabolismo y viabilidad celular.

Todo lo mencionado anteriormente influye en la estabilidad del gen p53. Este gen es el
encargado de mantener la integridad del ADN, mediante la activacién de genes que
interrumpen el ciclo celular como respuesta a cualquier dafio. Suele encontrarse inactivado
en la mayoria de tumores, permitiendo su progresién. Varios estudios han demostrado que
la expresion del p53 aumenta tras la quimioterapia. La respuesta apoptdtica al 5-FU puede
ser un factor predictivo adicional en determinados tipos de cancer. (8) (9)

Mecanismo de accidn

Una vez finalizada la bioactivacién, el 5-FU y la fluxoridina se encuentran en su forma activa,
el 5-FdUMP, compuesto analogo al acido 2’-desoxiuridilico. Este falso sustrato bloquea la
metilacion del sustrato natural, impidiendo la obtencion de acido timidilico.

El 5-FAUMP es un inhibidor suicida, ya que antes de inhibir la enzima necesita ser activado
por esta misma mediante el ataque nucleofilico del residuo de cisteina del centro activo.

La reacciéon comienza con la unién de forma covalente del 5-FdUMP en la misma zona de la
TS a la que se uniria el sustrato natural. Esta union desencadena un cambio de conformacién
en la enzima que permite la unién del cofactor, formandose un complejo ternario estable (5-
FAUMP-TS-THF). El siguiente paso es la generacion de un enlace covalente entre el THF y el
esqueleto de uracilo a través de la unidad de metileno, la cual es normalmente transferida al
uracilo, no siendo asi en este caso. En este punto el resto basico no puede actuar al
encontrar en 5 un atomo de fldor, en vez del protén esperado. La reaccidn no puede
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continuar ya que conllevaria la salida del flior en forma de idn positivo, siendo este
demasiado electronegativo para que esto ocurra.

Como resultado, el esqueleto de 5-FU queda unido covalente e irreversiblemente al sitio
activo de la enzima. Al quedar inhibida la TS, se interrumpe la biosintesis de acido timidilico,
lo que impedird la sintesis de ADN y posteriormente la replicacidon y la divisién celular.
(Figura 5)
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Figura 5: Mecanismo de inhibicién de la TS por el 5-FdUMP, el metabolito activo del 5-FU.

Estructura

Tanto el 5-FU como la Fluxuridina son profarmacos. En el organismo son transformados en
su forma activa, analoga al acido 2'-desoxiuridilico. La analogia se debe a la sustitucion del
hidrégeno de la estructura del dUMP, por el fluor presente en el 5-FAUMP. Estos elementos
tienen un radio de Van de Waals similar (F: 1,47 A/ H: 1,20 A), por lo que se consideran
isdsteros. El atomo de fluor es fundamental para su actividad, y ademads optimiza su accién
por tres razones:

- Aumenta la afinidad del farmaco por la enzima ( en comparacién con el sustrato
natural), ya que aumenta la acidez del hidrégeno en posicién 3 y favorece la
interaccion por enlace de hidrégeno con la enzima.

- Aumenta la electrofilia del C en posicién 6, favoreciendo el ataque nucleofilico por la
TS.

- Aumenta la estabilidad del complejo ternario, ya que hace imposible el ataque
basico.

Asimismo la administracién del 5-FU en forma de profarmaco supone una ventaja, ya que los
nucledtidos a pH fisioldgico se encuentran ionizados y no penetran bien en las células,
ademas son degradados a nucledsidos por las fosfatasas.
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Aplicacion terapéutica y posologia

Son dos quimioterdpicos del grupo de las fluoropirimidinas usados ampliamente para el
tratamiento de diversos tipos de céncer.

La Floxuridina suele usarse en infusidon continua intaarterial para tratar la metdstasis
hepatica del cdncer de colon. Actia en tumores sélidos como: el de higado, el
adenocarcinoma gastrointestinal y el CCR. Se encuenta disponible en viales de 500mg para
su reconstitucion. La administracién por infusion directamente en la arteria hepatica, de una
dosis de entre 0,1 a 0,6 mg/kg/dia, evita el efecto de primer paso hepatico, impidiendo a su
vez la aparicidn de efectos adversos sistémicos que pueden ser graves (10). Ademads, su baja
biodisponibilidad oral, por su estructura de nucledsido, hace que la inyeccién arterial sea la
forma mas adecuada.

El 5-FU tampoco tiene buena absorcién oral, por lo que su administracién se realiza por via
intravenosa. Es dado habitualmente junto a acido folinico en el tratamiento de CCR y otros
tipos de tumores sdlidos, incluyendo el cancer de mama y los gastrointestinales.

De manera tdpica es muy util para el cancer de piel ya que tiene una alta selectividad para
las células cancerosas de la piel con respecto a las normales. (2)

Sus efectos secundarios son la neuro y cardiotoxicidad. Una infusiéon continua puede causar
diarrea, es la toxicidad dosis-limitante mas comun. Para prevenirla se han propuesto varias
formulaciones que contienen la sal potasica del acido oxdnico (oteracil potasio), un potente
inhibidor de la fosforriboxilacién del 5-FU en la mucosa gastrointestinal, impidiendo asi su
bioactivacion en el intestino.

Disminucion de la eficacia clinica

Varios mecanismos pueden alterar la eficacia clinica del 5-FU, disminuyendo su actividad
citotoxica en las células diana y por tanto su acciéon antitumoral.

1. Disminuciéon de la incorporacion del 5-FUTP en el ARN. La alta concentracion
intracelular de UTP hace que compita con el 5-FUTP para su incorporacion,
disminuyéndola.

2. Aumento de la expresion de la TS: La formacidn del complejo ternario (TS-FAUMP-

CH,-THF) induce a la expresion de TS por la inhibicién de un mecanismo feed-back
negativo.
Normalmente la TS se une a su propio mRNA, e inhibe el proceso de traduccion.
Este mecanismo es impedido por la formacién del complejo ternario, que no es capaz
de unirse a su mRNA, lo que lleva a un aumento de expresién de TS, y a lo que
vendria a ser un posible mecanismo de resistencia (6).

3. Aumento intracelular de dUMP: La inhibicion de la TS lleva a un aumento
intracelular de dUMP que compite con el 5-FAUMP para unirse al sitio activo de la
enzima.

Modulacion de la actividad

e Disminuir la degradacion del 5-FU

La mayor parte del 5-FU administrado es degradado en el higado por la dihidropirimidina
deshidrogenasa. Esta enzima reduce el doble enlace del 5-FU transformandolo en
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dihidrofluorouracilo (DHU), un metabolito inactivo. Este no puede dar lugar a la adicién de
Michael con la zona nucleofilica del centro activo de la TS.
Se han desarrollado tres posibles alternativas para impedir que esto ocurra:

1. Administracion junto con uracilo para aumentar la vida media de los derivados de 5-FU.
El uracilo es el sustrato natural de la DPD, por lo que, administrado en grandes cantidades,
satura la enzima e impide la degradacidn del farmaco. Es un inhibidor competitivo. (Figura 6)
Un ejemplo de esta estrategia es el UFT. Es una fluoropirimidina de administracién oral,
formada por la combinacién del tegafur, profarmaco del 5-FU, y el uracilo en una relacién
molar fija de 4:1. Esta estrategia se usa para el tratamiento de primera linea de cdncer
colorrectal en combinacién con folinato célcico (Leucovorina) en un farmaco llamado Orzel
(11). Este farmaco, sin embargo,aunque es bien tolerado, no es eficaz para el tratamiento de
otros canceres como el carcinoma avanzado del tracto biliar (12).

2. Administracion conjunta de inhibidores de la DPD y 5-FU o UFT. El procedimiento seria
similar al caso anterior, pero de esta manera la enzima quedaria inhibida, no saturada. Entre
los inhibidores de la DPD encontramos: 5-cloro-2,4-dihidroxipiridina (CDHP; Gimeracilo,
Gimestat) y 5-etiniluracilo (Eniluracilo). (Figura 6)

o} OH
H\Nﬁ/C:CH fﬁ/m
O)\N O~ °N

H H

Eniluracil Gimeracil (gimestat)

a P
Saturation of DPD by e
coadministration of uracil Inhibition of DPD

N/

(0]
9 Dihydropyrimidine
H\NJKTF dehydrogenase (DPD) H\N F
| - -
o)\ N 04\ N
H H
" Dihydrofluorouracil
i (DHFU)

Figura 6: Combinacion de farmacos encaminada a la disminucién de la degradacion de 5-FU.

3. Se disefié un farmaco que fuese a la vez un profarmaco del 5-FU y un inhibidor de la DPD
simultaneamente, el Emitefur (BOF-A2). Demostré toxicidad, severa en algunos pacientes,
por lo que se descarto.

e Mejorar la inhibicion de la TS por el 5-FU

Para la formacién del complejo ternario es necesaria la presencia de del cofactor 5,10-
metilen-THF. Se administra en forma de Leucovorina (LV), 5- formiltetrahidrofolato.

-11 -



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacion contenida en el mismo.

Entra en la célula a través del transportador de folatos en su forma reducida, y es
metabolizada inmediatamente a 5,10-metilenil-THF. Este compuesto sufre una reduccion de
la funcién iminio mediada por el NADP para dar 5,10-metilen-THF, uno de sus metabolitos
intacelulares (Figura 7). La administracién concomitante de este cofactor y el 5-FU mejora la
citotoxicidad de este en muchos tipos celulares. Se utilizan diferentes regimenes y diferentes
dosis, sin que se haya demostrado que ninguna de ellas sea la éptima (13).
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Figura 7: Biotransformacién de LV en 5.10-metilen-THF.

El Folfirinox, contiene LV y 5-FU, junto con irinotecan y oxoplatino. Estudios preclinicos han
demostrado que el irinotecan tiene cierta actividad sinérgica cuando es administrado antes
del 5-FU y la LV. Se usa para tratar el cdncer pancreatico metastasico. Este tipo de cancer, en
2010 en Estados Unidos fue la cuarta causa de muerte. Era previamente tratado con
Gemcitabina (andlogo a nucledsido con el anillo de ribosa modificado), ya que daba buenos
reultados. El tratamiento con Folfirinox tiene mayor tasa de supervivencia aunque mayor
toxicidad (14).

e Mejorar la activacion del 5-FU

La dihidrofolato reductasa (DHFR) es una enzima que reduce el DHF a THF. Su inhibicién
impide la continuacidn del ciclo del timidilato, ya que es fundamental para la recuperacién
del cofactor de la TS.

El Metotrexato es un inhibidor cldsico de la DHFR. Su estructura es similar a la del acido
félico, por lo que ambos compiten para unirse a la misma zona en el centro activo de la
enzima. Los puntos de unidn que establecen son los mismos, pero los tipos de enlace que se
disponen en dichos puntos varian, ya que ambas moléculas se acoplan de manera diferente.
De esta forma se bloquea la obtencién de THF, necesario para la sintesis de purinas. Al no
poder sintetizarse estas ultimas, el fosforibosil pirofosfato (necesario para la bioactivacién
del 5-FU) se acumula, facilitando ese paso de la bioactivacién del 5-FU. El tratamiento con
Metotrexato antes de la administracién del 5-FU mejora la actividad antitumoral (Figura 8).
Clinicamente esta combinacién no siempre ha mostrado un aumento de actividad
antitumoral. Sin embargo, en estudios en fase Il, ha demostrado beneficio clinico en
pacientes con CCR, en uso conjunto con LV. (6)
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Figura 8: Estrategia para mejorar la activacion del 5-FU.

Problemas farmacocinéticos

La estructura del 5-FU favorece la asociacion por medio de enlaces intermoleculares y la
formacién de redes cristalinas muy estables. Esto hace que presente una baja solubilidad
acuosa, lo que impide su uso por via oral y dificulta la via intravenosa. Para mejorar su
solubilidad se han disefiado profarmacos en los que se disminuye la estabilidad de la red
cristalina.

6.2.2. PROFARMACOS

6.2.2.1. Tegafur (Ftorafur)

Este profarmaco se absorbe completamente a través del tracto gastrointestinal, donde se
puede bioactivar siguiendo dos rutas (Figura 9):

- Oxidacién por citocromo P-450: conlleva la hidroxilacion del C5 del tetrahidrofurano
por el citocromo, seguida por la descomposicién espontdnea a aldehido succinico y 5-
FU.

- Activacidn por fosforilasas: mediante el ataque de la pirimidina nucledsido fosforilasa
dando 2-tetrahidrofuril fosfato y 5-FU.

Lleva usdndose en clinica desde 1967, cuando fue aprobado por la FDA. Sin embargo, debido
a cierta toxicidad cardiaca y digestiva, fue reemplazado por la combinacién de éste con otros
inhibidores enzimaticos. Por ejemplo el UFT, previamente mencionado, y el S-1, que
contiene Tegafur, Oteracil potasio y Gimestat.
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Figura 9: Bioactivacidon de Tegafur.

6.2.2.2 Doxifluridina

Es la 5'-desoxi-5-fluorouridina. Su bioactivacion estd basada en la presencia de mayor
cantidad de timidina fosforilasa (TP), una enzima hidrolitica, en ciertos tumores sdlidos,
como el colorrectal, el de pecho y el de rifién, en comparacion con los tejidos normales.
(Figura 10)

Causa toxicidad renal por la liberacion indeseada de 5-FU en el intestino, mediante la accién
de una fosforilasa intestinal.
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Figura 10: Bioactivacion de la Doxifluridina.

6.2.2.3 Capecitabina

Para evitar la toxicidad gastrica se disefid la capecitabina, carbamato de fluoropirimidina
(Xeloda). Se bioactiva mediante un proceso en casacada mediado por tres enzimas, y es
selectiva de las células tumorales, ya que el ultimo paso se desarrolla de manera mucho mas
eficiente en ellas, de tal manera que el 5-FU es liberado selectivamente en el tumor.
Después de su administracién oral, el profarmaco es absorbido sin ser alterado en el higado,
gracias a la cadena de pentiloxicarbonil, que aumenta su lipofilia. Alli es metabolizado por la
carboxiesterasa, en 5'-desoxi-5-fluorocitidina, que a su vez es transformada en 5-desoxi-5-
fluorouridina por la citidina desaminasa. La timidina fosforilasa (TP) lo convierte finalmente
en 5-FU.

Este ultimo paso es 10 veces mas efectivo en los tumores, ya que la TP se expresa en
concentraciones significativamente mayores en las células cancerosas, en comparacién con
el tejido normal circundante (Figura 11). Esto implica un aumento de la concentracién
intratumoral del farmaco y una disminucion de la toxicidad en el resto del organismo.

La Capecitabina estd indicada como tratamiento de primera linea en pacientes con CCR
metastdsico. Farmacos como Paclitaxel, Docetaxel, y Ciclofosfamida aumentan la cantidad
de TP, facilitando la transformacién de la capecitabina en 5-FU.
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La combinacidn de Capecitabina y Docetaxel se usa para el tratamiento de cancer de mama.
El uso junto a la terapia con platino fue aprobado por la EMA para el tratamiento de cancer
de estébmago avanzado.
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Figura 11: Bioactivacion de la Capecitabina.

6.2.2.4 5-FP

La 5-fluoro-2-pirimidinona es otro profarmaco del 5-FU. Es activado por una aldehido
oxidasa hepatica (Figura 12), presente en el altas concentraciones en el higado, pero no en el
tracto gastrointestinal. La administracién puede ser oral o intravenosa (15).
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—_—
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Figura 12: Bioactivacion del 5-FP.

6.2.2.5 Emitefur

El Emitefur (BOF-A2) se disefid como intento de modulacién de la actividad del 5-FU, de tal
manera que disminuyese su degradacién. Se trata de la asociacion de 5-FU y un inhibidor de
la DPD, la 5-ciano-6-dihidroxipiridin-2(1H)-ona, en un ratio 1:1.
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Se bioactiva mediante dos reacciones de hidrélisis consecutivas que liberan el fragmento
inhibidor de la DPD y una tercera hidrdlisis, seguida por la pérdida de dos modleculas de
acetaldehido, dando lugar al 5-FU. De esta manera se evita la liberacion simultanea de
grandes concentraciones, ademas, al impedir la formacidn de metabolitos del 5-FU, se
disminuye su toxicidad (Figura 13). Entré en ensayos clinicos para el tratamiento del CCR,
pero mostro toxicidad grave en algunos pacientes.
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Figura 13: Bioactivacion del Emitefur.

6.2.2.6 Flucitosina

Aunque es un profarmaco del 5-FU, se usa como antiflngico. Entra en las células del hongo a
través de una proteina de transporte. La enzima necesaria para su bioactivacién es la
citosina desaminasa, que no existe en mamiferos, pero si se encuentra en los hongos.

NH,

SN
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H

6.2.3 ANALOGOS DEL 5-FU

6.2.3.1 Trifluridina

La trifluorotimidina es un profarmaco que se bioactiva por fosforilacion:

- La forma trifosforilada es inhibidor reversible competitivo de la ADN polimerasa
virica. Actua incorporandose al ADN viral , por lo que se usa como tratamiento en la
guerartitis herpética ocular, en la que la cérnea se ve afectada por el virus herpes
simple.

- En su forma monofosforilada es inhibidor irreversible suicida de la TS.
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Mecanismo de inhibicion de la TS

Tras la accién de una quinasa, la TFT queda monofosforilada. La reaccién comienza con el
ataque nucleofilico del residuo de cisteina al doble enlace, generdndose un anién enolato.
Este intermediario facilita la salida de un atomo de fluor, quedando asi el TFT transformado
en una especie altamente electréfila. Esta a su vez es atacada por el residuo de tirosina-146
del sitio activo de la TS, volviendose a perder HF por segunda vez. Finalmente el ataque con
una molécula de agua, junto a la liberacién de HF, lleva al producto final (Figura 14).

' Si

HNT U
= ” Thymidylate A {'”
o kinasa o "N
HO —l
0 P-0. O H5-Cys
OH OH
Trifluridhine 2.28

OH
2.32 21 230

Figura 14: Mecanismo de inhibicidn de la TS por la Trifluridina.

Al administrarse por via oral la trifluridina sufre el metabolismo de primer paso hepatico por
la timidina fosforilasa. Esta enzima la inactiva al transformarla en 5-trifluorometiluracilo. La
TFT se asocia con Tipiracil, un inhibidor de la timidina fosforilasa (Figura 15). La finalidad es
impedir su degradacién y aumentar, por tanto, la duracién de la accion. Esta ascociacion se
conoce como TAS-102 (Lonsurf) , y se encuentra actualmenta aprobado por la EMA para el
tratamiento de pacientes adultos con CCR metastasico previamente tratados, o que no son
candidatos a los tratamientos disponibles (16). Actualmente estd sujeto a seguimiento
adicional. 0
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Figura 15: Base de la asociacidn Tipiracilo y Trifluridina.
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6.3.INHIBIDORES ANALOGOS AL ACIDO FOLICO

Hasta ahora nos hemos referido a las fluoropirimidinas, farmacos que inhiben la TS de
manera inespecifica. Esta falta de especificidad es debida principalmente a que los
nucledtidos fluorados:

- Pueden afectar a otras rutas, especialmente las relacionadas con el ARN.

- Inducen a la acumulacién de dUMP que compite con ellos para la unién en la misma

zonadelaTS.
Esto ha traido consigo el desarrollo de inhibidores que reconocen especificamente el sitio de
union del cofactor, es decir, de los folatos, y se unen a él para inhibir la enzima.
La manipulacién de la estructura del acido félico ha llevado a varios compuestos, cuatro de
ellos ya se usan en clinica o estan siendo evaluados en fases avanzadas de los ensayos
clinicos (Raltitrexed, Pemetrexed, Nolatrexed, Plevitrexed) mientras que otros no llegaron a
superar todas las fases de los ensayos.
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6.3.1 RALTITREXED
Fue el primero en ser aprobado por la FDA en 1998 y en ser usado en clinica para el
tratamiento de CCR. Es el cabeza de serie de este tipo de farmacos. Tiene una estructura
similar al acido félico, pero en él se reeplazé el anillo de pteridina por una quinazolina y el
anillo de benceno por uno de tiofeno.
El Raltitrexed llega al interior celular mediante un transportador de folatos reducidos (RFC),
una vez en el interior, la folipoliglutamato sintetasa (FPGS) actua transformando el residuo
terminal del glutamato en poliglutamato. De esta manera es mds potente como inhibidor
enzimatico ya que es retenido en el interior celular. La poliglutamacién es un proceso
dependiente del tiempo y de la concentracion que ocurre en las células tumorales y, en
menor medida, en tejidos normales, lo que causa su toxicidad. Los metabolitos
poliglutamados poseen una semivida intracelular mas larga que se traduce en una accién del
farmaco prolongada en las células malignas.
Se usa en el tratamiento de CCR avanzado con eficacia parecida al fluorouracilo combinado
con folinato.
Parecido al Raltitrexed encontramos el ICI D-1694. En el que se sustituyd el metilo por el
grupo amino. A pesar de mostrar buenos resultados en las fases tempranas de los estudios
clinicos, su baja solubilidad a pH fisioldgico limitaba su uso (6).
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6.3.2 PEMETREXED
Es un farmaco multidiana. Inhibe la TS ademas de otras enzimas dependientes de folatos,
como la dihidrofolato reductasa (DHFR) y la glicinamida ribonucledtido formiltransferasa
(GARFT), que son enzimas clave para la biosintesis de novo de los nucleétidos de timidina y
purina (17). Su actividad también depende del RFC y FPGS. Usado en mesotelioma y cancer
no microcitico de pulmén (18).
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6.3.3 PLEVITREXED
Este compuesto difiere de los anteriores en cuanto a su estructura. Tiene un grupo metilo en
el C-7 que mejora la unién a la enzima, mientras que el atomo de fluor, mejora su funcion. La
adicién de un y-carboxipropiltetrazol (iséstero del grupo dacido del glutdmico), impide la
poliglutamacién y aumenta la lipofilia. Este farmaco inhibe la TS en su forma no
poliglutamada, por lo que frente a las anteriores tiene la ventaja de ser activo en caso de
que la FPGS se encontrase inactiva. Su actividad depende Unicamente del RFC.
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Estructuralmente es el inhibidor menos parecido a los folatos. Accede a la célula mediante
difusidon pasiva, no depende del RFC. Requiere infusidon prolongada ya que no queda
retenido en el interior celular al no ser sustrato de FPGS. De esta manera evita los posibles
mecanismos de resistencia que podian limitar la actividad de los farmacos antifolato
clasicos. Durante los estudios en fase Il mostrd actividad en pacientes con carcinoma
hepatocelular, y otros tipos de cancer. A pesar de que la FDA se negd a aprobar su uso, en
2005 la EMA lo aceptdé como farmaco huérfano para el tratamiento de carcinoma
hepatocelular, uno de los canceres mas comunes a nivel mundial. Suele ser diagnosticado en
un estado avanzado, cuando la mayoria de terapias curativas ya no es eficaz. Ademas es
resistente a la quimioterapia convencional, lo que hace que no haya muchas opciones y por
lo que el desarrollo de nuevos tratamientos es necesario (19).
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7. CONCLUSIONES

La quimica farmaceutica comprende la busqueda, el analisis y el estudio de la correlacidon
entre la estructura molecular y los atributos bioactivos de cada molécula. El conocimiento
los mecanismos de accién a nivel molecular es fundamental para el disefio de nuevos
farmacos. En este trabajo se puede concluir que existen gran cantidad de posibilidades
relacionadas con la modificacién de las moléculas que inhiben la TS, ya sea directa o
indirectamente. Pequeiias variaciones en su estructura quimica permiten el tratamiento de
diversos tipos de cancer, muy distintos entre ellos.

La TS es una enzima esencial para el proceso de sinteis del ADN y por tanto clave para
impedir la multiplicacién descontrolada de la célula tumoral. Gran cantidad de farmacos
antitumorales realizan esta funcidn mediante dos mecanismos principalmente.

En primer lugar estan los inhibidores que se situan en el centro activo de la TS, en la zona de
unién del sustrato natural (dUMP). En este grupo se encuentra el 5-FU, profarmaco
considerado cabeza de serie. Su vida media, demasiado corta, afecta a su eficacia y
toxicidad, de tal manera que su administracion debe realizarse en infusidn intravenosa
continua. Aun asi sigue siendo un farmaco ampliamente usado para muchos tipos de cancer.
En el desarrollo de los antitumorales disefiados a partir del 5-FU, se ha tratado de paliar la
toxicidad y de aumentar la eficacia mediante distintas estrategias. Ademads, algunos de ellos
han conseguido ser formulados de tal manera que puedan ser administrados por via oral,
facilitando asi la adherencia y por tanto mejorando los resultados de la terapia, como es el
caso de la Capecitabina y Tegafur entre otros.

En segundo lugar estan los inhibidores analogos al acido félico. Se unen a la zona del centro
activo dénde se situa el cofactor, inhibiendo la TS de manera indirecta. Muchos de ellos se
encuentran en distintas fases de los ensayos clinicos, mientras que otros como Raltitrexed y
Pemetrexed se usan actualmente.

Todos ellos, junto a los que se encuentran en desarrollo son y serdn una herramienta
fundamental para tratar una enfermedad tan compleja como es el céncer, ya que
interaccionan con una enzima esencial para evolucién de este.
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