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1. RESUMEN

El cancer es uno de los principales problemas de salud en todo el mundo, con mas de
18’1 millones de nuevos diagnosticos y 9’6 millones de fallecidos al afio. El desarrollo
de medicamentos contra el cancer supone, un elevado consumo de recursos tanto en
tiempo como en coste econdmico, a lo que ademas hay que afiadir, el riesgo de no
conseguir siempre la eficacia deseada. Por ello, el reposicionamiento o reutilizacion de
farmacos ha surgido como una estrategia alternativa a la tradicional.

Esta estrategia consiste en la busqueda de nuevas indicaciones de farmacos que en un
principio fueron creados para una aplicacion terapéutica diferente y pueden tener efecto
en el tratamiento del cancer.

Para conocer las principales caracteristicas sobre el reposicionamiento de farmacos, asi
como los candidatos con mayor proyeccion, se ha realizado una revision bibliogréafica
seleccionando los articulos de mayor relevancia y actualidad.

La principal ventaja de la reutilizacion de farmacos es una reduccion de
aproximadamente el 50% del tiempo y del coste en comparacion con los métodos
tradicionales. Sin embargo, también presenta limitaciones, requiere estudios adicionales
y por supuesto cierta inversion econémica, ademas de la elevada probabilidad de no
superar con éxito todas las fases del desarrollo.

Uno de los primeros farmacos estudiados fue la talidomida que, en 2006 se aprob6 para
el tratamiento del mieloma mdltiple. Su eficacia esta asociada a su capacidad
antiangiogénica, antiinflamatoria e inmunomoduladora. Le siguieron el disulfiram, cuya
capacidad para inhibir la enzima aldehido deshidrogenasa (ALDH) es uno de los
principales mecanismos por el cual podria ejercer sus efectos en tumores como el de
mama, pulmén u ovario; la metformina, principal farmaco antidiabético, con resultados
en estudios observacionales muy prometedores o el acido acetilsalicilico (AAS) como
farmaco quimiopreventivo.

Hasta el momento, se concluye que son necesarios mas ensayos para dilucidar la
aprobacién de los que actualmente se estan estudiando y continuar la busqueda de
nuevos candidatos que presenten posibilidades de ser reutilizados.

Palabras clave: Reposicionamiento de farmacos, reutilizacion de farmacos,
antineoplasicos, cancer, disulfiram, talidomida, metformina, aspirina.
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2. ABSTRACT

Cancer is one of the main health problems worldwide, exceeding 18’1 million of new
diagnoses per year and about 9’6 millions of deaths. The development of effective cancer
therapies to decrease mortality rates is one of the leading milestones in drug
development. The development of anti-cancer drugs involves high costs and several
years, with the risk of not always yielding the desired activity. For this reason,
repositioning drugs has emerged as an alternative strategy to the traditional one.

Drug repurposing refers to searching for a new indication of a drug which was originally
approved for another disease and may have an effect in cancer treatment.

A bibliographic review, selecting the most relevant and actual articles, has been carried
out to know the main characteristics of drug repositioning, as well as the candidates with
the greatest projection.

A major advantage of drug repositioning is to undergo shorter pathways to approval and
a reduced cost of approximately 50% less to compared with traditional methods.
Nevertheless, it also has its limitations, such as the need to comply with the requirements
for validation in a new clinical trial and further financial investment, in addition, of the
likelihood of not successfully passing all stages of development.

Thalidomide was one of the first repurposed drug approved for the treatment of multiple
myeloma in 2006. Its beneficial effects are associated with its anti-angiogenic, anti-
inflammatory and immunomodulatory activity. Other studied drugs are Disulfiram, whose
antineoplastic effects in breast, lung or ovarian cancer, has been attributed to its ability
to inhibit the enzyme aldehyde-deshidrogenasa, Metformin, the main anti-diabetic drug,
yielded promising results in observational studies or Acetylsalicylic Acid as a
chemopreventive drug.

More trials are needed to elucidate approval of the drugs are currently being studied and
to continue the search for new candidates that present possibilities of being repurposed.

Palabras clave: Drug repurposing, drug repositioning, cancer, disulfiram, thalidomide,
metformin, aspirin.
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3. INTRODUCCION

El cancer es uno de los grandes problemas de salud en todo el mundo. De acuerdo con
las estadisticas se estima que en 2018 se diagnosticaron 18’1 millones de nuevos casos
de cancer a nivel global, y que las muertes por esta razén ascendieron a 9’6 millones
(1). Se pronostica que en 2025 mas de 20 millones de personas seran diagnosticadas
de cancer (2). Reducir la mortalidad por esta enfermedad es uno de los principales retos
de la sociedad, los gobiernos, la sanidad y la comunidad cientifica, lo que supone un
desafio en el desarrollo de farmacos contra el cancer (2,3).

El desarrollo de un medicamento de novo es un proceso largo y costoso que incluye
varias etapas. El proceso comienza, generalmente, con la investigacion sobre la
fisiopatologia de la enfermedad y la identificacion de proteinas o compuestos asociados
a la enfermedad, conocidos como dianas moleculares o terapéuticas. Después se
realiza la identificacibn de compuestos activos contra esas dianas terapéuticas y
posteriores ensayos preclinicos y clinicos para llevar a cabo la optimizacion de su
actividad biolégica, la monitorizacion de su seguridad y toxicidad, y la caracterizacion
farmacoldgica y especificidad. Los farmacos potencialmente activos se someten a varias
evaluaciones experimentales en ensayos en lineas celulares, en animales y en
humanos. Los compuestos que pasan satisfactoriamente las distintas etapas
mencionadas y ademas se demuestra su eficacia terapéutica, son aprobados para su
comercializaciébn por un agente regulatorio, como es por ejemplo la FDA (Food
Administration Drug) en Estados Unidos o la EMA (European Medicines Agency) en
Europa (4).

El tiempo promedio para el desarrollo de un nuevo farmaco se ha incrementado
considerablemente en los ultimos afios. En la década de 1990 la media de tiempo
requerida para la creacion de un farmaco, desde los experimentos iniciales hasta su uso
en la clinica, era de 9’7 anos. Desde la década de los 2000 en adelante, este tiempo
medio se ha incrementado en casi 14 afios y continda en aumento (3).

Por otro lado, el coste medio en el desarrollo de un farmaco anticancerigeno es de
aproximadamente 650 millones de délares. Y aunque hay un aumento significativo en la
financiacién del desarrollo de farmacos nuevos, se observa que el nUmero de éstos
aprobados en oncologia no ha aumentado significativamente, la FDA suele aprobar sé6lo
de 10 a 20 cada afio (Figura 1)(5). Por lo tanto, el coste medio para el lanzamiento de
un nuevo medicamento se ha incrementado durante los ultimos afios, y el precio por
tratamiento oncoldgico en un afio puede ascender a 100.000 délares. Este coste tiene
un impacto extremadamente negativo tanto en la economia como en la sociedad (5).
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Figura 1. Namero de farmacos aprobados por la FDA en oncologia desde 1995 (5).
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A pesar de los avances en farmacologia, genémica 6 quimica, y del desciframiento de
vias de sefializacion esenciales en el desarrollo y progresién de los tumores o de la
identificacion de nuevos objetivos moleculares para el tratamiento del cancer, la
cantidad de farmacos ensayados que presentan fallos en una o varias etapas de su
desarrollo es muy alta.

En 2017 habia mas de 10.000 ensayos clinicos que investigaban nuevas lineas
terapéuticas en el cancer (2). Sin embargo, un nimero reducido de farmacos candidatos
avanzo con éxito y solo el 6’7% de los medicamentos llegaron a superar la fase | de los
ensayos clinicos (3).

Este contexto refleja los problemas actuales en el desarrollo de farmacos
antineoplasicos y ha impulsado la busqueda de otras estrategias y otros farmacos por
vias alternativas, que permitan terapias mas eficaces y menos toxicas, y que acorten el
tiempo de elaboracién y costes en el desarrollo de medicamentos contra el cancer.

Actualmente, hay varias estrategias para hacer frente a las neoplasias. Estas incluyen
cirugia, inmunoterapia, radioterapia y quimioterapia entre otras. No obstante, estos
métodos no estan exentos de efectos adversos graves, baja especificidad en el 6rgano
diana e incapacidad para evitar la recurrencia o metastasis.

Por ello una nueva estrategia, relativamente reciente, ha surgido como alternativa a la
via clasica de desarrollo de farmacos en el cancer. Se trata del reposicionamiento o
reutilizacion de farmacos. Este término puede ser definido como la busqueda de
farmacos con aplicaciones terapéuticas novedosas y distintas a su indicacién
inicialmente prevista, y que habian sido desarrollados o aprobados para el tratamiento
de otras enfermedades no neoplasicas. Esta alternativa permite utilizar los farmacos ya
existentes, incluso el “rescate de farmacos” que han fallado en la clinica inicial y podrian
ser beneficiosos en otra patologia (6). Esto implica que ya no es necesario volver a
invertir en su desarrollo y comercializacion, con el consiguiente ahorro de recursos. Si
ademas se consigue demostrar su utilidad en el cancer con tiempo de procesamiento
menor y menos costes la estrategia se presenta como prometedora (5,6). Por lo tanto,
la idea de este trabajo es, tal y como se expresa en los objetivos, comprobar las ventajas
e inconvenientes del reposicionamiento de farmacos y revisar los farmacos candidatos
a ser reutilizados.
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4. OBJETIVOS

El objetivo principal del trabajo es realizar una revision bibliografica sobre el estado
actual de la investigacion en el reposicionamiento de farmacos aplicado al cancer.

Los objetivos secundarios son:

- Conocer las principales ventajas y limitaciones del reposicionamiento de
farmacos.

- Describir las principales estrategias de desarrollo de farmacos reposicionados.

- Identificar los farmacos “reutilizados” o en vias de reposicidon con mayor potencial
en el tratamiento del cancer y sus indicaciones

5. MATERIAL Y METODOS

Para la realizacion del trabajo se ha llevado a cabo una revision sisteméatica de los
estudios cientificos publicados sobre el reposicionamiento de farmacos en el tratamiento
del cancer.

Se ha realizado una busqueda de los articulos publicados en las bases de datos de
PubMed y Science Direct. Los criterios de basqueda fueron articulos a texto completo
de los ultimos 15 afios, en inglés y en espafiol.

”

Se realizd una primera busqueda utilizando las palabras clave “drug repurposing”, “drug
repositioning” y “cancer”. Con estos criterios se obtuvieron en Pubmed 1300 resultados,
y en Science direct se obtuvieron 5900 resultados. De esta busqueda se seleccionaron
los articulos mas relevantes y de tipo “review” con el fin de conocer el tema de forma
general. Posteriormente se acotd la busqueda, afiadiendo a las anteriores, y con
distintas combinaciones, las siguientes palabras clave: “Thalidomide”, “Disulfiram”,
“Metformin” y “Acetylsalicylic acid” para encontrar informacion mas extensa a cerca de
cada farmaco.

Se revisaron los articulos mas relevantes escogiendo finalmente un total de 57 articulos.
Se han seleccionado los articulos mas actuales, la mayoria pertenecen a los ultimos 3
afios, aunque dado que uno de los farmacos presentes en la revision fue reposicionado
en 2006 se han usado articulos de mayor antigiiedad. De manera excepcional, la
busqueda se complet6 con la bibliografia de articulos que se consideraron de interés
para el trabajo, alguno de los cuales son previos a las fechas seleccionadas.
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6. RESULTADOS
6.1 REPOSICIONAMIENTO DE FARMACOS

El reposicionamiento de farmacos se basa en la identificacion y desarrollo de nuevas
indicaciones terapéuticas en farmacos ya conocidos. Concretamente, en la terapia
oncoldgica, los farmacos reposicionados son aquellos que inicialmente no fueron
creados para el tratamiento del cancer pero que han mostrado poseer actividad
antitumoral (2,3).

6.1.1 VENTAJAS

Son varias las ventajas que respaldan la reutilizacion de farmacos. Por un lado, este
procedimiento permite acortar los tiempos en el proceso de desarrollo. En la mayoria de
estos medicamentos se conoce su mecanismo bioldgico de accién y gran parte de sus
objetivos moleculares. Ademas, en algunos ya existe experiencia clinica derivada de su
indicacion original y se dispone de informacion sobre su posologia, los perfiles de
farmacocinética y farmacodinamia, asi como su toxicidad y posibles efectos adversos
(7). Gran parte de estos medicamentos se pueden administrar de forma oral con buena
tolerancia (5).

Algunas estimaciones indican que el tiempo promedio de desarrollo es de 6’5 afios
debido a que, en la mayoria de los casos, por su conocimiento previo, se puede evitar
realizar las pruebas preclinicas e incluso la fase 1 de los ensayos clinicos (Figura 2)(4,8).
Ademas, las etapas posteriores del proceso, como la fabricacién, pueden reutilizarse.
Por otro lado, se estima que para aprobar y comercializar un farmaco reposicionado se
necesitan unos 300 millones de délares (8). En consecuencia, supone que la
reutilizacion de farmacos podria reducir el tiempo y el coste aproximadamente en un
50% en comparacién con la creacion de farmacos de novo (9).
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Figura 2. Principales etapas en el desarrollo de medicamentos (4).

Por otra parte, muchos de los potenciales farmacos que pueden ser reutilizados son
medicamentos genéricos, lo que permite que tengan un coste mas bajo en comparacion
con los farmacos recién comercializados bajo patente (5).

Debido a su mejor conocimiento es mayor el nimero de medicamentos que obtienen la
aprobacion para su comercializacion. Un 30% de los medicamentos reposicionados son
aprobados frente a algo menos del 10% de los farmacos de novo, lo que puede resultar
un incentivo para impulsar a la empresas y farmaceéuticas a apostar por la reutilizacion
de farmacos (9).
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6.1.2 LIMITACIONES

Aungue el reposicionamiento de farmacos permite simplificar y acelerar el proceso de
desarrollo de medicamentos, puede ser necesario realizar una evaluacion e inversion
adicional para alcanzar la seguridad optima en la indicacion diferente. Conseguir la
eficacia terapéutica en la nueva aplicacion puede requerir usar el farmaco a dosis mas
altas o por un periodo de tiempo superior en comparacion con la indicacién original, lo
que podria resultar en inesperados efectos secundarios (5).

Otro factor a tener en cuenta son las posibles diferencias epidemiolégicas que
supondrian tener que reevaluar el perfil de seguridad. Por ejemplo, el caso de que la
indicacion inicial sea en una enfermedad que suele aparecer en poblacibn mas joven y
los datos de seguridad clinica estén realizados en esa franja de edad, mientras que la
nueva indicacion sea para una enfermedad con mayor incidencia en la poblacién
anciana (10).

Ademas, la estrategia de reutilizacién de farmacos también tiene una probabilidad
elevada de no completar con éxito todos los procesos. Un porcentaje del 50 al 60% de
los farmacos candidatos en ensayos clinicos en fase Il o Il fallan por falta de eficacia.
Sin embargo, como han sido sometidos a estudios preclinicos y ensayos de seguridad
en fase I, y es posible que su perfil de seguridad se parezca al de la indicacion original,
su probabilidad de fallo asociado a la toxicidad del farmaco es menor (6).

El proceso de reposicionamiento de farmacos puede enfrentarse a obstaculos
financieros. La mayoria de los medicamentos propuestos para el reposicionamiento son
genéricos y no pueden volver a adquirir una nueva patente, por lo que los beneficios de
su comercializacién podrian no ser suficientes como para servir de incentivo a sus
inversores y productores. Por otro lado, en aquellos medicamentos candidatos que
todavia tienen la patente su investigacion puede conllevar costes asociados elevados
(20).

6.1.3 PRINCIPALES ESTRATEGIAS Y HERRAMIENTAS EN EL
REPOSICIONAMIENTO DE FARMACOS

Los avances en el conocimiento sobre el cancer han permitido el desarrollo de farmacos
altamente especificos, dirigidos selectivamente contra dianas concretas. Sin embargo,
aungue hay casos exitosos, muchas veces estos farmacos presentan efectos
secundarios importantes y una eficacia reducida. Esto se debe, sobre todo, a la gran
heterogeneidad genética de los tumores, los cuales son agrupaciones de células
clonales de alta diversidad genémica y multiples alteraciones a nivel molecular. Ademas,
debido a estas caracteristicas, los tumores tienen una elevada capacidad para
desarrollar mecanismos de resistencia a los farmacos (1).

Para tratar estas limitaciones, el reposicionamiento de farmacos se apoya en la
polifarmacologia, que consiste en buscar farmacos multidireccionales que puedan
interactuar directamente en varias dianas (1,4). Ademas, en general, los medicamentos
reutilizados en monoterapia rara vez son efectivos, por lo que el reposicionamiento de
farmacos apuesta por las terapias combinadas, es decir, asociar varios medicamentos
reutilizados o afadirlos a citotoxicos conocidos para potenciar sus acciones y reducir
sus dosis, disminuyendo asi sus efectos secundarios (1,6).

Por lo tanto, uno de los principales retos de las estrategias del desarrollo de farmacos,
es la identificacion de compuestos que interaccionen sobre las dianas moleculares
deseadas pero que no interaccionen en aquellas asociadas con efectos adversos.

8
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Durante afios el descubrimiento de farmacos se ha llevado a cabo de forma
experimental, de hecho, el primer caso exitoso de reposicionamiento fue por
identificacion fortuita de las diferentes indicaciones del farmaco (4). Este proceso ha ido
evolucionando y actualmente la estrategia por la que se apuesta es la del desarrollo de
farmacos apoyado en los avances tecnologicos. Esto permite que el proceso se acelere
y sea mas sistematico (4).

A partir de la experiencia y estudios acumulados se han creado grandes bibliotecas o
bases de datos. Estas incluyen informacién sobre la patologia molecular y la genética
de las células cancerigenas, asi como de los mecanismos de accién de los principios
activos.

Para identificar farmacos y compuestos que permitan generar hipotesis y asociaciones
con enfermedades se estan usando nuevos enfoques. Estos se pueden subdividir en
enfoques computaciones y experimentales, los cuales se usan generalmente de forma
sinérgica (11). Algunos de estos métodos mas representativos son los siguientes:

Métodos computacional o in silico: Se utilizan bases de datos publicas y algoritmos,
inteligencia artificial y otras herramientas de bioinformatica y técnicas de alto
rendimiento para identificar redes de interaccién entre farmacos y proteinas diana que
permitan establecer hipétesis de reutilizacion:

- Busqueda basada en la literatura: esta técnica usa grandes bases de datos
donde se reldnen ensayos clinicos e informacion de farmacos que han
presentado evidencia de tener actividad antineoplasica, ya sea en estudios in
vivo o0 in vitro. Se han desarrollado programas informaticos que permiten
establecer interrelaciones entre la literatura cientifica y los objetivos.
Actualmente, en oncologia uno de los proyectos mas destacados por el cual se
ha creado una de las mayores bases de datos, es el proyecto ReDo (The
Repurposing Drug in Oncology). Su informacion integra un total de 268 farmacos
gue cumplen una serie de criterios (1).

- Busgueda basada en la actividad: Se trata de colecciones de compuestos
aprobados e investigados, para hacer una busqueda sisteméatica de aquellos que
sean activos ante diferentes objetivos. Por ejemplo, blusqueda de farmacos con
accion dirigida contra la modulacién de ciertas proteinas o vias de sefializacion
12).

- Busqueda basada en los efectos del farmaco a nivel 6mico: Son bases de
datos que integran informacion obtenida del estudio sobre los sistemas celulares
a un nivel concreto como es la transcriptdmica, la protedémica, la epigenémica o
la metabolémica. Por ejemplo, la transcriptbmica supondria comparar la
expresion de genes transcritos en una célula o tejido enfermo, antes y después
del tratamiento con un farmaco. Un ejemplo es el Mapa de Conectividad (CMap),
se trata de una coleccién masiva de perfiles de expresion genética de lineas
celulares tratadas con mas de mil farmacos para poder predecir e identificar
medicamentos y objetivos que puedan tener potencial en la reutilizacién (1,12).

- Busqueda basada en datos relacionados con la enfermedad y la gendmica:
La sensibilidad de las lineas celulares tumorales a muchos de los compuestos
puede predecirse a través de las caracteristicas genémicas de dichas lineas
celulares, por ello, una de las ideas principales de este método es identificar
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genes cuyos niveles de expresion estan relacionados con la enfermedad y que
se comporten como objetivos “farmacolégicos” (12,13).

- Acoplamiento molecular computacional o “docking”: Esta estrategia se
basa en conocer, mediante la informética, la estructura tridimensional de las
moléculas para predecir su complementariedad con un receptor o ligando (4,11).

Métodos experimentales: para la identificacion de farmacos se pueden usar las
técnicas de cribado biol6gico de alto rendimiento (o pantallas biol6gicas de alto
rendimiento, en ingles High-throughput screens). Para ello, utilizan robots capaces de
evaluar en pocas horas colecciones de células con miles de compuestos activos o
moléculas. De este modo, se analiza la capacidad farmacoldgica y selectividad de
grandes bibliotecas de productos quimicos sobre las dianas objetivo (11).

En definitiva, estos métodos permiten, por un lado, analizar gran cantidad de datos vy,
por otro lado, acortar el nUmero de ensayos que se harian si no se hubiera hecho esta
seleccidn previa de los compuestos, pero es solo una primera fase de evaluacién y debe
de combinarse con posteriores ensayos clinicos que validen las predicciones.

6.1.4 SITUACION ACTUAL DEL REPOSICIONAMIENTO DE FARMACOS

En los ultimos afios ha ganado apoyos la estrategia de reutilizacion de farmacos y en la
actualidad mas de 270 farmacos estan siendo analizados debido a su posible actividad
antitumoral. De estos, el 29% esta incluido en la lista de medicamentos esenciales de la
Organizaciéon Mundial de la Salud (WHO). Ademas, el 75% son farmacos genéricos y
aproximadamente el 57% ha mostrado actividad antineoplasica en ensayos clinicos en
humanos (9).

Aungue aun existen retos en la estrategia de reposicionamiento de farmacos, hay claras
ventajas que apoyan este enfoque y son varios los que han demostrado su eficacia
antineoplasica. Algunos ya han logrado la aprobacién para su uso clinico como la
talidomida y otros muchos han mostrado resultados positivos en ensayos preclinicos y
clinicos (14).

6.2 EJEMPLOS DE FARMACOS

6.2.1 TALIDOMIDA

Uno de los ejemplos mas clasicos del reposicionamiento de farmacos es la talidomida.
Es un derivado del &cido glutdmico que se desarrollé y comercializé en 1957 como
sedante, cuatro afios mas tarde se autorizo su venta como tratamiento antiemético de
la hiperémesis gravidica. Poco después, se observd que generaba severos efectos
teratbgenos en los recién nacidos de embarazadas que lo habian tomado. Entre estos
efectos se documentaron malformaciones congénitas extremadamente infrecuentes de
miembros, tales como amelia (ausencia de toda una extremidad), focomelia (pérdida o
acortamiento grave de las extremidades causada por la ausencia de huesos o
musculos), asi como deformidades de los 6rganos internos, labio leporino, paladar
hendido, ojos y oidos anormales, entre otras. Aunque la cifra de afectados a nivel
mundial no se conoce con exactitud, se estima la existencia de mas de 10.000 recién
nacidos con malformaciones atribuidas a la talidomida (15). Como consecuencia, en el
afio 1961 fue retirado del mercado progresivamente, siendo en Espafia prohibida su
venta oficialmente en 1963.
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Afos mas tarde se demostrd que la talidomida tenia propiedades inmunomoduladoras
debido a su capacidad de inhibir la produccion de TNF- a, por ello en 1998 la FDA aprobdé
la talidomida para el manejo agudo y como terapia de las manifestaciones cutaneas del
eritema nudoso leproso (ENL) (16). Basado en estos efectos, el farmaco ha sido
utilizado desde entonces para el tratamiento de trastornos de la piel, enfermedades
infecciosas, asi como diversos trastornos inmunoldgicos y reumatolégicos (2).

En 1994 se descubrié que la talidomida inhibia el FGF (Factor de crecimiento de
fibroblastos), lo que podria proporcionarle propiedades antiangiogénicas Yy
anticancerigenas. Tras varios ensayos positivos y desde 2006, la talidomida esta
aprobada por la FDA en combinacion con dexametasona en el tratamiento de pacientes
con Mieloma Mdltiple (17).

MIELOMA MULTIPLE Y TALIDOMIDA

El mieloma multiple representa el 1% de todas las neoplasias, y aproximadamente el
10% en comparacion con el resto de canceres hematoldgicos (18).

Se trata de una proliferacion maligna clonal de células B caracterizada por la infiltracion
de la médula 6sea de células plasméaticas malignas que producen la proteina M en
exceso. La media de edad al diagndstico es de 65 afios y la supervivencia media es de
3 afios, aunque se han documentado casos de supervivencias superiores a 10 afios (9).
La enfermedad se caracteriza por afectacion renal debido a la presencia de la proteina
monoclonal en orina, por lesiones osteoliticas en el hueso, anemia, hipercalcemia e
infecciones, siendo el sintoma mas frecuente el dolor 6seo (19).

En 1999, Singhal y col. publicaron el primer estudio que demostro la eficacia de la
talidomida en el mieloma mudltiple refractario (17). Este estudio se realiz6 en 84
pacientes con mieloma refractario a quimioterapia, después de 12 meses de
seguimiento en tratamiento con talidomida la supervivencia ascendié al 58%. La
respuesta positiva se midié con tres parametros: la disminuciéon en los niveles de
paraproteina en suero y orina, la disminucién de células plasmaticas en médula 6seay
el aumento de niveles de hemoglobina (18).

En 2003 un estudio posterior realizado por Weber y col. establecié que habia una
respuesta mayor al tratamiento con talidomida cuando se le afiadia dexametasona. El
estudio incluyo a 28 pacientes con mieloma multiple, de estos la mitad recibi6
tratamiento Unicamente con talidomida y a la otra mitad se le afiadié dexametasona. El
porcentaje de pacientes que mostraron una respuesta positiva al tratamiento de
talidomida fue de un 36% frente a un 72% con la terapia combinada. En este ultimo
grupo, un 16% de los pacientes experimenté una remision completa. Cinco de los
pacientes incluidos en el estudio fallecieron a consecuencia del mieloma multiple,
infecciones o un evento tromboembdlico (18).

Estos resultados establecieron las bases para investigaciones futuras y la consecuente
aprobacién de talidomida con sus respectivas combinaciones para el tratamiento del
mieloma multiple.

El efecto de la talidomida en el tratamiento del mieloma multiple esta asociado a su
capacidad antiangiogénica, antiinflamatoria e inmunomoduladora.
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MECANISMO DE ACCION

- Efecto antiangiogénico: Inhibicién de la sintesis de VEGF y FGF-

En el crecimiento y metéstasis de los tumores juega un papel vital la angiogénesis. El
proceso de angiogénesis consiste en una serie de pasos consecutivos que conducen,
en Ultimo lugar, a la formacién de neovasos y que implican: la degradacion de la
membrana basal y matriz extracelular, migracion de células endoteliales hacia el
estimulo angiogénico, proliferacién de células endoteliales y maduracion, asi como el
reclutamiento de pericitos y células de musculo liso. Para llevar a cabo la induccién de
la angiogénesis las células endoteliales liberan factor de crecimiento endotelial (VEGF)
y factor de crecimiento de fibroblastos (FGF-B). En las neoplasias hematopoyéticas, y
mas concretamente, en el mieloma multiple se encuentran elevados estos factores
(16,17). Su aumento se debe a la interaccion entre las células del mieloma multiple y las
células del estroma de la médula ésea que conlleva la activacién de la secrecion de
factores VEGF y FGF-B y por lo tanto, la activaciéon formacion excesiva de vasos
irregulares y tortuosos. El incremento progresivo de la neovascularizacion en médula
Osea se correlaciona con las etapas avanzadas del cancer y un mal prondstico (18).

Diferentes estudios en lineas celulares endoteliales humanas han demostrado que la
talidomida tiene capacidad de inhibir la secrecion de VEGF y FGF-B (17). Se ha
demostrado que los pacientes con mieloma multiple y una respuesta positiva a la
talidomida, es decir, una disminucién de los niveles de paraproteina, han presentado
una reduccién de la densidad de microvasos en la médula 6sea (16). En estos estudios
no solo disminuyé el nimero de capilares, sino que ademas aumenté la adhesién celular
al colageno estromal, que dificulta la angiogénesis (16). Se ha sugerido que la talidomida
limita esta funcién de las células endoteliales al inhibir la unién del factor de transcripcion
SP-1 a la region promotora del gen VEGF (16).

La restriccion de la excesiva formacion de vasos sanguineos supone, ademas, la
formacion controlada de vasos correctos y funcionantes, que permiten una mejor
perfusién del tumor y por tanto, una mayor concentracion y eficacia de sustancias
citotoxicas que llegan hasta el tumor. Este hecho es especialmente Util en la terapia
combinada de talidomida con otros agentes quimioterapicos (20)

- Modula el complejo de proteinas NF-kB

El complejo de proteinas NF-kB se encuentra en estado inactivo en el citosol de las
células debido a su unién con las proteinas inhibidoras IkB. Varios estimulos como la
respuesta inflamatoria o el TNF-a desencadenan la activacién de la enzima quinasa IkB
(IKK), que fosforila a IkB dando lugar a la disociacion del complejo NF-kB-IkB y
permitiendo la traslocacion del NF-kB al interior del nacleo, donde se une a secuencias
especificas de genes promotores en el ADN y estimula su transcripcion. Los productos
de esos genes incluyen citocinas, quimiocinas, moléculas de adhesion y proteinas
implicadas en el crecimiento celular (16). NF-kB regula, por tanto, el crecimiento, la
diferenciacion celular y la apoptosis en lineas y tejidos celulares (21).

Una activacion descontrolada de NF-kB, como ocurre en el mieloma multiple (MM),
facilitaria la progresion tumoral, aunque el papel de este en la patogénesis del mieloma
multiple no estd completamente caracterizado. Se ha demostrado que la adhesion de
las células tumorales del MM a las células del estroma de la médula ésea (BMSC) induce
el aumento de la secrecion de la interleucina IL-6, que depende de la transcripcion de
NF-kB (22). Esta interleucina es el principal factor de crecimiento y supervivencia de las
células del mieloma multiple, y les confiere resistencia a la apoptosis a través de vias
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de sefializacion de JAK/STAT y MAPK. La talidomida es capaz de inhibir la activacion
descontrolada de NF- kB al evitar la fosforilacién de IkB, alterando asi significativamente
los niveles de IL-6 y la posterior supervivencia de la célula tumoral (16).

- Inhibicién de la produccién del factor de necrosis tumoral (TNF- a)

El TNF- a es una citoquina proinflamatoria clave en el desarrollo y supervivencia del
mieloma multiple. Se encuentra desregulado en muchos tipos de cancer, donde modula
la liberacion de citoquinas y factores de crecimiento de las células tumorales y
estromales. Ademas, TNF- a, que es secretado por las células mielomatosas, activa NF-
kB en las células estromales de la médula 6sea (BMSC), por lo tanto, es una regulacion
directa de la transcripcion y secrecion de IL-6 en BMSC. La talidomida acelera la
degradacion del ARNm productor de TNF- a, controlando asi su produccion (17,22).

- Modulala densidad de moléculas de superficie

Las células tumorales y del estroma, tras su interaccién y activacion, producen
numerosas citocinas con capacidad para promover el crecimiento tumoral e inducir la
angiogénesis.

El factor NF-kB desregulado en el mieloma multiple, induce la formacién excesiva de
moléculas de superficie, como las moléculas de adhesién intracelular- 1 (ICAM-1) y
vascular (VCAM-1), en las células cancerigenas y del estroma de la médula 6sea, lo
que favorece el aumento de la adhesion de estas células y su activacion (22). La
talidomida restringe esta interaccion mediante la modulacién selectiva de la densidad
de las moléculas de superficie. La disminuciéon de la adhesion conlleva una menor
activacion de las células asi como de las vias de sefializacién, con la consiguiente
reduccion de produccion de citocinas e induccion de la apoptosis (21,23).

- Activacion de células citotéxicas Ty NK

La talidomida aumenta el nimero absoluto de células NK y actiia como coestimuladora
de los linfocitos Thl, que llevan a cabo la secrecién de las citocinas IL-2 y IFN-y. A su
vez, estas citocinas se encargan de potenciar mas la respuesta inmune de las células T
y NK'y por lo tanto, la lisis de las células tumorales mediada por linfocitos (1,17,19).

- Regulacién de la expresion de citocinas

La secrecion al microambiente de la médula ésea de ciertas citocinas, por parte de las
células del mieloma y/o las células estromales, puede fomentar el crecimiento y la
supervivencia tumoral. La talidomida tiene la capacidad para regular la secrecién y
actividad de estas citocinas. Por un lado, inhibe la interleucina IL-1B y el factor
estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) y por otro, activa la
citocina IL-10, ejerciendo asi un efecto inmunomodulador (1,2).

- Produce dafio oxidativo

Puede inhibir directamente el crecimiento de células del mieloma, probablemente a
través de radicales libres que causan dafio oxidativo, mecanismo que se ha postulado
gue puede estar implicado en la teratogenicidad inducida por talidomia (21).

- Induccién de la apoptosis o bloqueo de las células en fase G1 del crecimiento

Los tumores consiguen su expansion clonal y crecimiento, mediado en parte, por la
evasion de la apoptosis. La talidomida es capaz de detener el crecimiento de las células
en fase G1. Se cree que el cese de la progresién en el ciclo celular puede estar
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relacionada con la supresién del factor NF-kB ya que se ha identificado que este factor
promueve la transcripcion de la ciclina D1, clave en la transicion de la fase G1 a S (2).
La talidomida también disminuye la expresién de Bcl-2 en sangre periférica y en medula
Osea de pacientes con mieloma multiple. Bcl-2 pertenece a una familia de proteinas
encargada de la supresion de la apoptosis, con su inhibiciébn se consigue mantener el
mecanismo de apoptosis y disminuir la expansion clonal (2).

VEGF _s2 5 Angio enesm"% Supervivencia
bFGF 99 \/ IL 6 —> celular
TALIDOMIDA ——-i?-%é IKK—> NF-KB/I«B T %C,dma N }sem
Bcl-2 $%> Inhibicion de la apoptosis |CAM 1
VCAM-1
IL-3, GM-CSF
Llnfoatos Th —> inmunomodulacién \L O'}(w
Adhesion

CeIuIas NK “ IL-10
Y

Prohferamon IL-2, IFN-y

celular

Figura 3. Principales mecanismos de accion de la talidomida en el tratamiento del cancer.

Aunque el mecanismo de accion explicado previamente expone, principalmente, el
modo de actuacion de la talidomida en el mieloma mudltiple, se cree que su potencial
actividad anticancerigena en otros tipos de tumores podria ser ejercida por mecanismos
similares. Por lo tanto, el enfoque actual de la terapia con talidomida contra el cancer
persigue una triple accién: aumentar la respuesta inmune antitumoral, inducir la
apoptosis de las células tumorales e inhibir la angiogénesis descontrolada (5) (figura 3).

POTENCIALES INDICACIONES ANTITUMORALES DE LA TALIDOMIDA

CANCER DE PULMON

Varios son los estudios que respaldan el futuro de la talidomida en el tratamiento del
cancer de pulmén. Un estudio clinico evalué la seguridad y efectividad del tratamiento
combinado de talidomida mas quimioterapia en el cancer de pulmén avanzado y sugirié
que era seguro y efectivo (24). Por otro lado, el tratamiento con talidomida y gefitinib es
una estrategia prometedora en el tratamiento de los pacientes con cancer de pulmén de
células no pequefas (CPCNP). Gefitinib ha sido en los Ultimos afios el tratamiento de
eleccién en el tratamiento de CPCNP con mutacion EGFR, sin embargo, cerca de un
50% de los pacientes adquiere resistencias a este farmaco. Xia y col. han demostrado
gue la combinacion con talidomida presenta efectos sinérgicos y proapoptoéticos tanto
en el cancer de pulmon sensible a los inhibidores tirosina quinasa (gefitinib) como en el
resistente, mejorando asi la respuesta al tratamiento (25).

En un ensayo multicénfrico en fase Il en pacientes con cancer de pulmoén de células
pequefias con mal pronéstico, se afadio talidomida a la combinacion estandar de
guimioterapia (carboplatino y etopésido) y también se utiliz6 como terapia de
mantenimiento. La pauta fue bien tolerada, no hubo aumento de la toxicidad relacionada
con la quimioterapia y la tasa de pacientes que tuvieron una respuesta global a la terapia
fue del 68% (95% CI 46-85%), de ellos, un 20% tuvieron remision completa y un 48%
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remisién parcial. Estos resultados son prometedores para continuar con su estudio con
una fase Il (5,26).

CANCER DE MAMA

Una diversidad de agentes quimioterapicos ha demostrado ser eficaz en el tratamiento
del cancer de mama, si bien, no sin producir efectos secundarios debido a las elevadas
dosis requeridas. De Souza y col. estudio el efecto de afiadir talidomida a la terapia
convencional de carboplatino en modelos experimentales de animales con cancer de
mama. La terapia dual de carboplatino mas talidomida logré, a través de un efecto
citotoxico directo, una disminucién significativa del tamafio tumoral del 62% en
comparacion con el tratamiento de carboplatino en monoterapia, que redujo el volumen
tumoral en un 46%. El nimero de metéstasis en los pulmones fue significativamente
menor en el grupo tratado con la terapia combinada que en el grupo control (P<0’001).
Ademas, la caquexia producida durante la quimioterapia fue menor en los animales a
los que se les afadio talidomida al tratamiento (27).

CANCER DE PROSTATA

Varios estudios se han llevado a cabo para comprobar la efectividad en el cancer de
prostata. Una revision sistemética, en la que se incluyeron 3 estudios clinicos
randomizados y un total de 201 pacientes, analizé la eficacia y seguridad de docetaxel
mas talidomida frente al tratamiento Unico con docetaxel en el cancer de prostata
andrégeno-independiente. Este estudio concluyd que, la combinacién con talidomida
mostraba mejor prondstico de supervivencia y curacion y una mayor reduccion del PSA
que el grupo que solo recibi6 docetaxel (28).

CARCINOMA DE CELULAS RENALES

Ali 'y col. realizaron un ensayo clinico en fase 2 en pacientes con carcinoma de células
renales no candidatos a otros tratamientos. En el estudio se incluyeron 80 pacientes, los
cuales recibieron bajas dosis de talidamida diaria (400 mg/dia). Los resultados
mostraron una respuesta parcial en el 47°5% de los pacientes a los 6 meses, sin
embargo, esta respuesta fue inferior en comparacion a la que se obtiene con el farmaco
de primera linea. Por otro lado, aunque la mayoria de los pacientes tuvieron efectos
secundarios leves, en un 20% del total de los pacientes se redujo la dosis de talidomida
debido a que mostraron efectos toxicos mas severos (29).

Aungue la talidomida en los tumores sélidos parece ser menos eficaz que en el mieloma
multiple, es objeto de numerosos estudios clinicos en diversos tipos de cancer y su
actividad en algunos de ellos parece ser prometedora, sobre todo, cuando se administra
junto con otros agentes antineoplasicos. Ya que en estos casos se combinan los efectos
beneficiosos de los dos tratamientos mientras que se minimizan los efectos secundarios.
Mas estudios son necesarios para esclarecer su actividad antineoplésica (5).

EFECTOS SECUNDARIOS

La administracion de talidomida no esta exenta de efectos adversos. Ademas de su
efecto teratdgeno, produce otros efectos secundarios dosis-dependiente que suelen
presentarse con elevada frecuencia (5,17):

- Los sintomas neuroldgicos se han observado en el 75% de los pacientes,
representados por somnolencia, mareos, alteracion de la conciencia, neuropatia
periférica o temblor.
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- Los sintomas gastrointestinales incluyen estrefliimiento, nauseas y vémitos,
presentes hasta en un 66% de los pacientes.

- En el 60 % se observaron sintomas generales que incluyen fatiga, pérdida de
peso, dolor de cabeza o fiebre.

En general son efectos leves y bien tolerados. Sin embargo, aproximadamente en un
10% de los pacientes se han advertido efectos adversos mas graves como trombosis
venosa profunda o leucocitopenia (17).

ANALOGOS DE LA TALIDOMIDA

Tras la aprobacién de la talidomida y sus resultados positivos en el mieloma mdltiple se
propicié el desarrollo de analogos de la talidomida. Entre ellos lenalidomida y
pomalidomida, farmacos conocidos como inmunomoduladores, con un mejor perfil de
seguridad y mayor eficacia (9).

Estos farmacos poseen una potencia de 50 a 200 veces superior a la talidomida para
estimular a los linfocitos T y células NK y para disminuir la adhesion de células clonales
del mieloma mudltiple al estroma de la médula 6sea (30).

La lenalidomida fue aprobada en el tratamiento del mieloma multiple en pacientes en
recaida, refractarios a terapias previas 0 que no son aptos para el trasplante. Varios
estudios respaldan su utilizacién. En combinaciéon con dexametasona posee incluso
mayor actividad, logrando un 60% de respuestas y una supervivencia libre de progresion
cercana al afo (30). Los efectos secundarios mas frecuentes que se han recopilado son
neutropenia, trombocitopenia y tromboembolismo venoso (18).

Pomalidomida fue aprobado en 2013 como tratamiento en los casos de mieloma mdltiple
recurrente y/o refractario. Los efectos secundarios mas destacados fueron infecciones,
neutropenia, trombocitopenia y fatiga (18).

Los efectos secundarios leves de la talidomida, como son la somnolencia, el
estrefiimiento o la neuropatia periférica, se presentan con menor frecuencia en los
pacientes tratados con los analogos (30). Sin embargo, estos pacientes deben de ser
monitorizados por el riesgo de infecciones y por la posibilidad de complicaciones
cardiovasculares y trombaticas. A pesar de los efectos adversos que pueden generar,
un estudio en el que se examinaron 1146 pacientes para evaluar las muertes téxicas
durante el tratamiento de induccion con talidomida, lenalidomida y bortezomib demostré
una reduccion significativa de la mortalidad relacionada con la toxicidad en comparacion
a la quimioterapia convencional (9).

6.2.2 DISULFIRAM

El disulfiram (DSF) es uno de los principales farmacos con un futuro prometedor en el
tratamiento del cancer. Este farmaco fue descubierto de forma fortuita en la década de
1930 cuando se observé que los trabajadores de una fabrica, en donde se usaba el
disulfiram como agente industrial, experimentaban sintomas desagradables, que
pasaban a ser de mayor intensidad tras el consumo de alcohol. Tras varios ensayos se
confirmaron sus propiedades antialcohdlicas, y en 1948, la FDA aprobo el disulfiram
como tratamiento coadyuvante en programas de deshabituacion de la dependencia al
alcohol (31).

Tras la ingesta de alcohol, el etanol se transforma en acetaldehido por accién de la
alcohol deshidrogenasa, después la aldehido deshidrogenasa (ALDH) convierte el

16



Trabajo fin de grado | Alba Hernandez Ruiz

acetaldehido en acetato (figura 4). El disulfiram ejerce su efecto a través de la inhibicion
irreversible de la aldehido deshidrogenasa (ALDH), por lo tanto, en presencia del
farmaco, el acetaldehido no puede ser metabolizado y se acumula en el cuerpo,
produciendo una rapida reaccidbn de malestar intensa caracterizada por erupcion
cutanea, sudoracion profusa, nauseas y vomitos, dolor de cabeza e incluso taquicardias
e hipotension (31,32).

Lactato Piruvato Lactato Piruvato
Malato Oxaloacstato Malato Oxaloacetato
a-glicerofosfato Dihidroxiacetona P a-glicerofosfato  Dihidroxiacetona P
NAD* NADH+H* NAD NADH+H*
CHs-CHz0H \/ > CHs-CHO \/ . CH5-COOH
Alcohol deshid Aldehido deshid -
ALCOHOL concl desnicrogenasa ACETALDEHIDO ehido deshidrogenasa ACIDO ACETICO
ETILICO Sistema microsémico de oxidacion
0z 2H:0
NADPH+H" NADP*

Figura 4. Metabolismo del alcohol etilico

Afos después de su descubrimiento, el disulfiram ha sido ampliamente investigado por
su potencial actividad antitumoral. Este posee una farmacocinética bien establecida y
un excelente perfil de seguridad, ya que dosis elevadas de disulfiram (hasta 6 g/dia)
tienen una baja toxicidad en humanos (31).

El DSF se descompone en condiciones acidas en dos moléculas de dietil-ditio-
carbamato (DDC), éstas tienen una gran reactividad y le confieren dos de las principales
propiedades al DSF. La primera es, su capacidad para quelar metales y formar
complejos estables, y la segunda, su alta afinidad por las proteinas con grupos tiol (33).

En los dltimos afios, la evidencia cientifica que analiza el DSF como farmaco contra las
neoplasias malignas se ha ido acumulando y, actualmente, hay numerosos ensayos
clinicos en curso. Los estudios cientificos muestran que el DSF tiene capacidad para
inducir la apoptosis y disminuir la proliferacion celular en una gran variedad de tumores
como es el melanoma, el cancer de mama, el cancer de pulmén, pancreas, leucemias y
glioblastoma entre otros (31,34).

EFECTO COMBINADO CON COBRE U OTROS METALES

En las ultimas décadas ha habido un creciente interés por caracterizar la implicacion del
cobre y otros metales en el cancer. El cobre, principalmente, y otros iones como el zinc,
se considera que tienen un papel fundamental en la regulacion del crecimiento de las
células tumorales y progresiéon de neoplasias, debido, primariamente, a su papel como
cofactores en varias vias bioquimicas endégenas, implicadas en la formacién de
enzimas cataliticas y estructuras proteicas (31,32).

El cobre es un ion presente en el cuerpo humano de forma abundante y se ha
demostrado que los pacientes con ciertos tipos de tumores pueden tener la distribucién
de cobre alterada mostrando elevados los niveles de cobre en suero y en tejidos
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neoplasicos. Por ejemplo, se hallé que aproximadamente el 60% de los pacientes con
cancer de mama tenian niveles elevados de cobre en suero (promedio: 3'25ug/ml) en
comparacion con los sujetos sanos que presentaron un promedio de 2 pg/ml (32). En
contraste al cobre, se encontrdé que los niveles de zinc en el suero y tejidos estaban
disminuidos en algunos tumores, e inversamente relacionados con la proliferacion,
apoptosis y metastasis tumoral (31,32).

El disulfiram en el cuerpo es metabolizado y convertido en dietilditiocarbamato (DDC),
el cual puede quelar fuertemente los iones de cobre (cationes divalentes) y formar el
complejo Cu (DDC).. (35). Al administrar DSF, debido a que las concentraciones de
cobre son mayores en los tejidos tumorales frente a los tejidos normales, puede dar
como resultado mayores cantidades del complejo Cu (DDC), selectivamente en las
células cancerosas. En relacion con la formacion del complejo se investigé la
administracibn conjunta de DSF mas cobre exdgeno y se demostré6 que las
concentraciones intratumorales tenian elevada capacidad citotoxica (35). Normalmente
el ratio 1:2 (metal : ditiocarbamato) es lo mas usado (33). Una vez en el interior de la
célula, la union del DSF y sus metabolitos a los iones metélicos puede alterar las
actividades enzimaticas dependientes de cobre o zinc y modificar los procesos de
angiogénesis tumoral o incrementar el estrés oxidativo intracelular, entre otros efectos.
La mayoria de los ensayos clinicos concluyen que el efecto antineoplasico del DSF es
mas prominente cuando se combina con cobre antes de darlo a los pacientes (34).

MECANISMOS DE ACCION

- Inhibicién del sistema ubiquitina-proteasoma (SUP)

El sistema de ubiquitina-proteasoma es un mecanismo muy importante en el
mantenimiento de la homeostasis proteica ya que esté implicado en la degradacién de
proteinas endbgenas. Este sistema mantiene una expresiéon equilibrada de las proteinas
reguladoras del ciclo celular y de la funcién normal de la célula. La inhibicion de la
actividad del proteasoma perturba el metabolismo proteico y provoca la acumulacién de
proteinas poliubiquitinadas y agregados de proteinas citotoxicas (31,33).

La actividad antitumoral del disulfiram a través de la inhibicién del proteasoma es
dependiente del cobre. Se ha demostrado que el complejo formado por DSF y cobre (Cu
(DDC),) puede inhibir el sistema ubiquitina-proteasoma y ejercer asi un efecto citotoxico
sobre la célula cancerosa que conduce a la muerte de la célula tumoral (34).

El proteasoma es un complejo proteico 26S formado por dos componentes principales:
una subunidad multiproteica 20S, que hace la funcién de nulcleo catalitico y una
subunidad multiproteica 19S con funcién reguladora. Aunque lo primero que se pensoé
fue que DSF inhibia a todo el complejo 26S, un estudio posterior sefial6 que el disulfiram
podia ser capaz de inhibir directamente la subunidad del proteasoma 20S in vitro a
concentraciones farmacolégicas bajas (32,36).

Skrott y col. han demostrado, recientemente, que el complejo Cu (DDC). puede no
inhibir directamente los proteasomas, sino que podria dirigirse también a la via p97-
NPL4-UFD1 (35,37). La segregasa p97 es una ATPasa citosélica con una funcién
esencial en la homeostasis proteica en el sistema ubiquitina proteasoma. Estéa implicada
en la degradacion de las proteinas mal plegadas asociadas a la membrana del reticulo
endoplasmico (ERAD) o de la membrana externa mitocondrial (MAD). p97 participa en
la retrotranslocacion de estas al citosol junto con proteinas de canal y otros cofactores,
entre los que destacan el NPL4 y UFD1. En el citosol, la proteina de localizacion de
proteinas nucleares 4 (NPL4), presenta un dominio C-terminal de unién a proteinas
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diana ubiquitinadas y otro de union a UFD1. El complejo NPL4-UFD1 se une al dominio
N-terminal de p97 creando un complejo proteico que presenta las proteinas al sistema
ubiquitina proteasoma para llevar a cabo su degradacion (37,38).

Una vez en el interior de la célula, el metabolito activo de disulfiram asociado al cobre
(Cu (DDC),), se une a NPL4 y lo inactiva. Esto ocasiona la deshabilitacion de la via
segregasa p97 y acumulacién de proteinas mal plegadas que induce a la muerte celular
(32,37). Por tanto, los estudios realizados hasta ahora apuntan al sistema ubiquitina
proteasoma como una diana clave del DSF.

- Mecanismos epigenéticos

Los mecanismos epigenéticos, entre los que se incluyen la metilacion del ADN o la
modificacion de histonas, estan fuertemente implicados en la regulacion del desarrollo
tumoral. El potencial efecto de DSF en la epigenética de las células cancerosas ha sido
ampliamente investigado.

La presencia en la molécula de disulfiram de grupos sulfhifrilos altamente reactivos con
grupos funcionales tiol le confiere la capacidad para bloquear eficazmente el sitio activo
de distintas enzimas. Varios estudios demuestran que DSF y sus derivados podrian
inhibir la actividad de la enzima ADN metiltransferasa, imprescindible para que se
produzca el proceso de metilacion (9).

Un ejemplo donde se demostré este mecanismo fue en el cancer de préstata, en donde,
el receptor de estrogeno-p (ER-B), que es un supresor tumoral, se encuentra suprimido
epigenéticamente por la hipermetilacién de su promotor. Se demostré que el DSF inhibe
la ADN metriltransferasa y al hacerlo, previene la proliferacién de células del cancer de
préstata a través de la reexpresion del supresor tumoral ER-B. El estudio llevado a cabo
por Sharma y col. comprobd en un modelo de ratones con xenoinjerto que el volumen
del tumor disminuyo en un 24% tras el tratamiento con DSF y aumenté la expresion de
ER-B (31,39).

Ademas, Lin y col. sugirieron que el DSF puede actuar como inhibidor de la ADN
metriltransferasa 1 (DNMT1) en células de cancer de prostata, resultando en una
reactivaciéon de genes supresores de tumores epigenéticamente silenciados por la
metilacién y la consecuente inhibicién del crecimiento de las células cancerosas (31).

- Inhibicién de aldehido deshidrogenasa (ALDH)

La ALDH pertenece a una superfamilia de enzimas capaz de catalizar aldehidos
enddgenos y exdgenos. Se encuentra expresada de forma constitucional en las células,
principalmente en el higado, rifiébn, mama, Utero y cerebro, donde tiene un papel esencial
en la sintesis de moléculas importantes para la proliferacion, diferenciacion y
supervivencia celular (33). Disulfiram y sus metabolitos tienen una actividad inhibitoria
de la enzima ALDH bien caracterizada.

o Inhibicién de las células madre cancerigenas por la ALDH

Las células madre cancerigenas (CMC) son una subpoblacion de células tumorales
capaces de autorrenovarse y diferenciarse, asociadas con la recurrencia del cancery el
desarrollo de la resistencia tumoral a los tratamientos farmacolégicos o la radioterapia
(35).

Datos de varios estudios han publicado que las células madre cancerosas a menudo
sobreexpresan ALDH, cuya actividad esta involucrada en la supervivencia y desarrollo
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del cancer (35). Experimentalmente, la alta expresion de ALDH se halla en relacion con
la formacién de tumores xenoinjerto en ratones desnudos (31). Ademas, se ha
demostrado que la expresion elevada de la isoforma ALDH1 se correlaciona con
fenotipos mas malignos y con un prondstico desfavorable en diversos canceres (33).

La ALDH es frecuentemente usada como biomarcador de las células madre
cancerigenas (32). En los ultimos afios, la alta relacion entre la actividad aumentada de
ALDH y el fenotipo de algunas células madre cancerigenas ha motivado la investigacion
del desarrollo de inhibidores especificos de ALDH que podrian actuar de forma mas
eficaz contra la supresiéon de CMC (31,32,40).

Concretamente, disulfiram ha demostrado tener una actividad inhibitoria potente contra
la enzima ALDH1, que es la que tiene una mayor asociacion con el fenotipo de las
células madre cancerigenas. La inhibicion de la actividad de ALDH1 ha demostrado
desempefiar un papel fundamental en la supresion del desarrollo de diferentes tipos de
tumores, incluidos cancer de cerebro, mama, ovario, pancreas o pulmon (31). Por lo
tanto, las terapias dirigidas contra subpoblaciones tumorales ALDH positivas podrian
proporcionar un enfoque relevante en el tratamiento de cancer (41).

- Induce estrés oxidativo en las células cancerosas

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son un grupo de moléculas que se convierten
facilmente en agentes oxidantes. Las ROS son producidas normalmente por el
metabolismo celular y tienen un papel importante en las vias de sefalizacién. Sin
embargo, también son especies con una gran reactividad quimica que pueden causar
dafios en macromoléculas como el ADN o las proteinas de la célula. En condiciones
normales, estos dafios son contrarrestados por las sustancias antioxidantes como son
el glutatién reducido (GSH), la catalasa o la superoxido dismutasa (SOD), pero su
capacidad antioxidante puede llegar a agotarse ante un incremento considerable de
ROS en las células, de esta forma los agentes oxidantes pueden provocar la destrucciéon
de las estructuras celulares induciendo, a su vez, a la apoptosis celular (32,33).

El DSF junto con los metales, tienen la capacidad de modular la concentracién de las
especies reactivas de oxigeno. El complejo integrado por DSF/Caobre, a través de las
reacciones de Fenton y Haber Weiss desencadena la produccién de ROS (32,33). Se
ha demostrado de forma repetida en varios estudios la facultad de éstos de aumentar el
estrés oxidativo en varias células tumorales.

Adicionalmente, la ALDH puede actuar como un eliminador de ROS y disminuir el estrés
oxidativo, por ello las CMC mantienen niveles bajos de ROS previniendo la apoptosis.
La inhibicion de ALDH por parte del DSF conduciria a la elevacion de especies oxidantes
con efecto toxico en las células cancerigenas (40). Los investigadores concluyen que la
creacion de ROS puede ser un mecanismo importante para inducir la muerte de la célula
maligna (31).

- Regulacién de vias de sefalizacion: Factor nuclear- kappaB (NFkB) y
proteinas quinasas activadas por mitégeno (MAPK)

Se ha demostrado que las moléculas implicadas en las vias de sefializacion como NFkB
y MAPK, juegan un papel importante incrementando la capacidad de desarrollar tumores
de las células madre cancerigenas (42).

NFkB es un factor de transcripcién implicado en la regulaciéon del crecimiento y
supervivencia de las células normales del organismo. Su sintesis se encuentra
incrementada en muchos tipos de tumores malignos (42). Varios estudios demuestran

20



Trabajo fin de grado | Alba Hernandez Ruiz

que DSF estabiliza la familia de inhibidores IkB, los principales inhibidores de NFkB,
controlando asi su expresion (9).

Hay tres vias de sefializacion MAPK que son objeto de investigacion: la via ERK, la via
JNK-MAPK vy la via p38-MAPK. Chiba y col. examinaron el efecto de disulfiram sobre
las CMC del carcinoma hepatocelular. Se descubrié que el DSF perjudicaba la
capacidad de producir tumores de las células madre cancerigenas e incrementaba su
apoptosis a través de la activacion de la via ROS-p38-MAPK, pero no a través de la via
ROS-JNK. Se encontré que aproximadamente en el 90% de las células CMC existia un
aumento de p38 fosforilado cuando eran tratadas con DSF (42).

Por lo tanto, los estudios sugerian que DSF podia ejercer ciertos efectos antitumorales
al inducir la activacion de la via ROS-p38y al regular negativamente la via NFkB (32,42).

Sin embargo, los resultados de otro estudio realizado en células madre de leucemia
tratadas con DSF/Cu demostré que la activacion sostenida de la via ROS-JNK también
podria ser responsable, al menos en parte, de la induccion a la apoptosis de las células
tumorales (43).

En definitiva, el disulfiram ejerce su actividad anticancerigena actuando a diferentes
niveles moleculares intracelulares (Figura 5).
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Figura 5. Mecanismo de accion de disulfiram/cobre en la terapia del cancer

REVIERTE LA RESISTENCIA A LOS FARMACOS ANTITUMORALES

La resistencia a los medicamentos esta siendo un grave problema en el tratamiento de
tumores. Los mecanismos convencionales de resistencia a los medicamentos incluyen:
aceleracion de la degradacion del farmaco, mejoria del sistema de reparacion de dafios
en el ADN, incremento del potencial antiapoptético, aumento de la expresion de bombas
de eflujo del farmaco (glicoproteina P), o0 modificaciones epigenéticas o
medioambientales (32).

Estudios recientes revelan que DSF a través de los distintos mecanismos de accion en
la célula tumoral, podria revertir la resistencia que desarrollan algunos tumores a los
farmacos quimioterapicos.
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Las células madre cancerigenas (CMC) contribuyen a la resistencia de algunos
medicamentos. Las quimioterapias convencionales se dirigen generalmente hacia las
células proliferativas, induciendo su apoptosis a través del dafio que generan en su ADN
y la inhibicién del ciclo celular; en cambio, las poblaciones de células indiferenciadas
CMC son mucho menos sensibles al tratamiento, lo que les permite mantener sus
propiedades de autorrenovacion. Ademas, en modelos de células tumorales, se ha
sugerido que la resistencia a farmacos quimioterapicos podria estar relacionada con la
elevada expresién de ALDH, tal y como ocurre en las células CMC (41).

Recientemente, un grupo de investigadores estudi6 el efecto de DSF en las células
madre cancerigenas ALDH+ de tumor de ovario resistentes a cisplatino. El estudio
manifesté que DSF presentaba citotoxicidad dosis y tiempo dependiente en las células
de cancer de ovario y que dicha citotoxicidad se veia incrementada cuando se
suplementaba con cobre, esto fue principalmente debido a la capacidad del complejo
DSF (CU). de incrementar los niveles de ROS. Ademas, exploraron el efecto combinado
de DSF con cisplatino y demostraron que DSF sensibilizaba las células cancerigenas a
cisplatino incluso a bajas dosis y mejoraba significativamente la capacidad del
quimioterapico de producir apoptosis. Examinaron las células ALDH+ y las ALDH- y
ambas lineas celulares tuvieron caracteristicas similares, pero las ALDH+ eran mas
resistentes al tratamiento con cisplatino que las ALDH-. Sin embargo, las células ALDH+
tuvieron una alta sensibilidad al tratamiento combinado con DSF y cisplatino, lo que
indica que DSF superdé la resistencia al farmaco (40).

Son varios los ensayos clinicos que han estudiado el efecto del DSF sobre la resistencia
a cisplatino de los tumores. Schmidtova y col. investigaron la terapia combinada de DSF
mas cisplatino en el tumor testicular de células germinales resistentes a cisplatino. Los
resultados mostraron que ALDH estaba sobreexpresada en las variantes celulares
resistentes a cisplatino y la inhibicién de esta enzima por disulfiram incrementaba la
toxicidad a cisplatino tanto in vitro como in vivo en xenoinjertos tumorales (44).

Estos resultados evidencian que el DSF puede ser empleado como un novedoso
adyuvante quimioterapico en combinacion con cisplatino en el tratamiento del cancer.

A través de la alteraciébn de mecanismos epigenéticos, en las células del glioblastoma
cerebral resistente a tratamiento de alquilacion, se consiguio la resensibilizacion a dicho
tratamiento. Fue debido a que disulfiram demostr6 modificar una cisteina que es basica
para el correcto funcionamiento de la O6-metilguanina-ADN-metriltransferasa (MGMT),
una enzima de reparacion de ADN. En Ultima instancia, al alterar la cisteina se inhibe la
enzima y no se lleva a cabo la reparacion del ADN, con lo que se consigue potenciar el
dafio inducido por la alquilacion en las células tumorales del cerebro (2).

La glucoproteina P (P-gp) es una proteina muy importante en la membrana celular al
crear un eflujo de expulsién de gran cantidad de sustancias al exterior de la célula
mediante un mecanismo dependiente de ATP. La P-gp estd formada por un
transportador del tipo ABC (ATP-binding cassette), cuya sobreexpresion es un factor
significativo en la resistencia a multiples farmacos. Shukla y col. demostraron que DSF
puede inhibir irreversiblemente la unién del ATP a P-gp modificando la cisteina del sitio
de unidn, invirtiendo asi la salida de farmacos de la célula, mediada por P-gp (33). DSF
también actua interactuando con los sitios de union del sustrato farmacolégico a los
transportadores ABC (31).

NFkB puede inducir una gran cantidad de genes relacionados con la antiapoptosis, lo
que conduce a la resistencia. Un estudio detecté la activacion de NFkB en células
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resistentes a gemcitabina y sefialé que cuando se utiliz6 DSF/Cu asociado a la
gemcitabina, se increment6 la sensibilidad de los tumores de mama y colén a dicho
tratamiento debido a la estabilizacion de IkB, el principal inhibidor de NFkB (9,33).

EFECTO SINERGICO EN COMBINACION CON OTROS FARMACOS PARA
POTENCIAR LA CITOTOXICIDAD

Muchos farmacos se han estudiado en combinacién con DSF, donde se ha visto que la
terapia conjunta podria potenciar sus efectos y contribuir a un tratamiento eficaz de los
tumores. En algunos de ellos, como cisplatino, gemcitabina, o doxiciclina, DSF no solo
ayuda a revertir las resistencias, tal y como se ha explicado, sino que ademas puede
incrementar su potencial citotoxico (31).

Huang y col. investigaron la capacidad de la administracion conjunta de DSF y auranofin
(medicamento antirreumatico), para suprimir la progresion del hepatocarcinoma in vitro
e in vivo. Los resultados obtenidos del efecto sinérgico fueron varios: un incremento de
la apoptosis de las células cancerigenas asociado con la activacion de caspasas, el
estrés del reticulo endoplasmico y la produccién de ROS (31,33).

La combinacién de DSF y auranofin también ha demostrado resultados positivos en el
tratamiento del cancer de ovario, donde indujeron la muerte celular a través de
mecanismos dependientes del incremento de ROS vy la inhibicién del sistema de
tiorredoxina. La combinacibn de ambos farmacos es un claro ejemplo de
reposicionamiento de farmacos (31,33).

Un estudio de fase IIb, valoré la eficacia de afiadir DSF a la quimioterapia de cisplatino
y vinorelbina en el tratamiento de cancer de pulmén metastésico de células no pequefias
(estadio V). Se llevé a cabo un estudio randomizado y doble ciego en el que el 50% de
los pacientes recibié DSF y el otro 50% no. Se observé un aumento de la supervivencia
en el grupo que recibi6 DSF de 10 meses frente a 7’1 meses en los que no recibieron.
La supervivencia libre de enfermedad fue significativamente superior en el grupo tratado
con DSF, ademas s6lo hubo dos pacientes que mostraron supervivencia a largo plazo,
ambos pertenecian al grupo de DSF. Estos resultados apoyan la realizaciéon de futuros
ensayos clinicos donde se evalle al DSF junto con otros quimioterapicos (45).

SENSIBILIZA LAS CELULAS TUMORALES A RADIOTERAPIA

La radioterapia es uno de los principales métodos de tratamiento para los tumores
sdlidos. Se utiliza radiacion de alta energia, con intencion curativa o paliativa, para
destruir a las células cancerosas y reducir el tumor. En estudios recientes se ha
demostrado la propiedad radiosensibilizadora del DSF, tanto en tumores in vitro como
in vivo (31).

Wang y col. comunicaron que, en xenoinjertos de cancer de mama en ratones desnudos,
el tratamiento con radioterapia y DSF disminuy6 significativamente el tamafio del tumor
mamario y las metastasis de pulmoén. Este resultado se asocié a que el complejo
DSF/cobre inhibi6 la activacion de la via de sefializacion NF-kB, disminuyendo asi la
concentracion de células madre cancerigenas (31).

Otro estudio evalué la radiosensibilidad in vitro de células tumorales de glioblastoma
tras afiadir DSF. Los resultados mostraron que DSF podia inducir selectivamente una
mayor radiosensibilidad a las células del glioblastoma que a los astrocitos normales, y
que ademas el DSF incrementaba mas la radiosensibilidad en las células resistentes a
la radioterapia (46).
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Considerando los resultados positivos que muestran la capacidad de sensibilizacion, el
DSF es un prometedor medicamento anticancerigeno como adyuvante en combinacion
con radioterapia.

LIMITACIONES EN EL USO DE DISULFIRAM

Aunque el disulfiram mediante administracion oral, ha sido ampliamente utilizado en la
deshabituacién alcohdlica consiguiendo una elevada respuesta terapéutica, esta forma
de dosificacion es ineficaz en el tratamiento del cancer. Esto es debido a que su
solubilidad en agua es muy baja, s6lo de 0'’2mg/mL y es altamente inestable en el
ambiente 4cido del estdbmago y en la circulacién sanguinea. Por su rapida degradacion
en el organismo, la vida media del disulfiram es de solo 4 min in vivo (34).

La inestabilidad del disulfiram resulta un desafio para lograr una correcta actividad
anticancerigena. La propuesta actual para superar esta limitacion es la produccién de
diferentes mecanismos de liberacion del farmaco que consigan mantener su estabilidad
en el torrente sanguineo e incrementar la acumulacion y captacion de disulfiram por el
tejido tumoral, intentando asi, reducir su presencia en los tejidos no afectados (34,35).

SISTEMAS DE LIBERACION

Los nuevos avances en sistemas de administracion de farmacos basados en la
nanotecnologia, presentan varios beneficios dirigidos a mejorar la eficacia terapéutica.
Entre ellos se incluyen, aumentar la solubilidad farmacoldgica, regular las propiedades
farmacocinéticas y controlar el destino de la fraccion activa del farmaco en un tejido o
célula especifico.

Se estan investigando diversas estrategias de liberacién de farmacos, como son la
formacion de micelas, de nanoparticulas de polimeros o la nanosuspensiéon. Los
estudios son positivos y demuestran que la encapsulacion de disulfiram en
nanoparticulas puede conseguir prolongar su vida media y estabilidad. Algunos
ejemplos de las investigaciones mas recientes son los siguientes:

- Nanoparticulas poliméricas

La utilizacion de polimeros para la formacion de nanoparticulas transportadoras,
muestra como principal ventaja el reducido tamafo de estas, que les permite difundir a
través de la membrana celular de vasos y tejidos (34).

Las nanoparticulas estdn compuestas de diferentes compuestos sintéticos como, por
ejemplo, el acido polilactico-co-glicolico (PLGA), el polietilenglicol (PEG), Poli-L-lisina, y
polimeros obtenidos de fuentes naturales como el quitosano. Estas nanoparticulas son
biodegradables y biocompatibles por lo que tienen una mejorada biodisponibilidad y
reducida toxicidad (34).

El PLGA es un polimero biodegradable que se ha utilizado para preparar formulaciones
de nanoparticulas con disulfiram en varias ocasiones. En un experimento realizado en
2018 se sintetizaron nanoparticulas de PLGA para encapsular DSF con el fin de dirigirlas
contra la linea celular Hep3B. La investigacion in vitro demostr6 que los efectos
inhibitorios de las nanoparticulas fueron mucho mayores en comparacién con el
medicamento libre. Del mismo modo, este estudio también fabric6 nanoparticulas de
PLGA para encapsular DSF contra xenoinjerto de cancer de pulmén en ratones. Las
nanoparticulas resultantes de 145 nm presentaron una excelente estabilidad en sueroy
se comprobd un aumento de la citotoxicidad en las células cancerigenas (34).
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Wang vy col. fabricaron nanoparticulas de PLGA preparadas a través de un método de
evaporacion de emulsion-solvente para tratar el cancer de higado. La encapsulacién de
DSF consiguié extender su vida media de 2 minutos a 7 horas en el suero in vivo en
ratones modelo con cancer de higado, ademas redujo la toxicidad en comparacién con
la administracion de disulfiram libre (34,35).

Para mejorar ain mas el rendimiento del suministro de farmacos, se modificaron las
nanoparticulas de PLGA con fijacion de polietilenglicol (PEG) hidrofilico en su superficie
(figura 6). Su inclusién en las nanoparticulas consigue prevenir la opsonizacioén y mejorar
el tiempo de circulacion sistémica. Los estudios in vivo mostraron que el tratamiento con
disulfiram en nanoparticulas de PLGA-PEG redujo significativamente el tamafio del
tumor en ratones desnudos (35).

. DDC- PLA-PEG . cu?* Cu(DDC), NPs

Figura 6. Representacion gréafica de las nanoparticulas PLGA-PEG (35).

- Micelas

Las micelas se han utilizado con éxito para mejorar la liberacion de farmacos
hidrofébicos, como el DSF. Estas nanoparticulas poseen propiedades beneficiosas,
entre las que se encuentran un menor peso molecular, y una mayor estabilidad y
presencia de farmacos en los sitios tumorales. Estan formadas por copolimeros
hidréfilos y regiones hidrofébicas donde se carga el DSF, que les permiten infiltrarse en
el interior de los tejidos tumorales debido a su tamafio nanométrico (34).

Un equipo de investigadores desarroll6 una formulacion de micelas reticuladas para
cargar DSF y conseguir una liberaciéon intracelular dirigida. Las micelas reticuladas
tienen enlaces sensibles a reacciones de reduccidn-oxidacién, permanecen intactas
durante la circulacién en la sangre y se separan para liberar el DSF encapsulado bajo
ciertas condiciones tumorales (35). El resultado fue que estas micelas reprimieron la
proliferacion celular, indujeron la apoptosis celular y suprimieron la metastasis celular
de las lineas de cancer de mama, por lo que puede ser una estrategia para prevenir las
propagacion en el cancer de mama (34).

Las micelas también se han utilizado para la administracion conjunta de DSF y
doxorrubicina (DOX). Se formaron nanoparticulas de micelas que se cargaron con DSF
en el nacleo hidrofébico y DOX, que es hidrofilica, en la cubierta aniénica de la micela a
través de interacciones electroestéticas. La combinacion mostré un efecto sinérgico en
la destruccion de las células del cancer de mama in vivo (35).

- Nanocristales

Los nanocristales son dispersiones coloidales de farmacos puros estabilizados por
sustancias tensioactivas. En comparacion con el resto de los sistemas de administracion
de farmacos, los nanocristales tienen una mayor capacidad para lograr mayores
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concentraciones de carga de medicamento, ya que tienen un minimo de excipientes
(34).

Recientemente, se han desarrollado nanocristales con DSF y paclitaxel (PTX) para
revertir la resistencia del carcinoma de pulmén a los farmacos. Las particulas
presentaban un tamafio aproximado de 160 nm y una alta eficacia de carga del farmaco.
Se consiguié una buena circulacion en el torrente sanguineo, una captacién celular
excelente y la apoptosis de las células de cancer de pulmoén resistentes a PTX. Este
sistema también mostr6 una eficacia mucho mayor, en comparacion a paclitaxel sélo,
en la inhibicién del crecimiento tumoral in vivo en ratones, donde se redujo el tamafio
del tumor hasta 12 veces (34,35).

- Sistemas de liberaciéon Cu(DDC)2

Debido a la importancia del Cu(DDC): en la terapia contra el cAncer basada en DSF, la
administracion directa de complejos preformados ha sido explorada. Para vencer la
barrera de la baja solubilidad acuosa del Cu(DDC); se han planteado diferentes métodos
como la formacién de nanoparticulas de albumina.

La albumina es la proteina méas abundante en el plasma, la cual es utilizada por el cuerpo
para transportar diferentes moléculas en la sangre. Muchos tejidos tumorales han
demostrado tener elevadas concentraciones de albimina y sobreexpresar receptores
para esta proteina en su superficie celular; propiedad que podria utilizarse para orientar
su uso en el tratamiento del cancer. Ya hay varios ensayos clinicos que investigan el
complejo Cu(DDC). encapsulado en nanoparticulas preparadas con albumina de suero
bovino en diferentes lineas celulares cancerosas con resultados muy positivos (35).

A pesar de los numeros estudios preclinicos y ensayos clinicos que se estan llevando a
cabo, los mecanismos precisos subyacentes del DSF como farmaco anticancerigeno
todavia no se han aclarado por completo. Actualmente, hay numerosos estudios en
curso, la gran mayoria de los que ya han sido publicados muestran resultados muy
favorables para el uso del DSF con escasas reacciones adversas, destacando el cobre
como potenciador de su efecto anticancerigeno.

6.2.3 METFORMINA

La metformina es una biguanida ampliamente utilizada para el tratamiento de la diabetes
mellitus tipo 2. Disminuye la glucemia principalmente al suprimir la gluconeogénesis
hepatica. Su sitio de accidon se encuentra a nivel mitocondrial, donde provoca la
inhibicién transitoria del complejo 1 de la cadena respiratoria, lo que induce a una
disminucién de las concentraciones de ATP y la activaciéon de la proteina quinasa
activada por AMP (AMPK). AMPK coordina una amplia gama de respuestas
compensatorias y ahorradoras de energia, que finalmente conducen a la reduccién de
la produccién de glucosa hepatica, aumentando la captacion periférica de glucosa y
disminuyendo los niveles de insulina (8,9).

En la dltima década, se ha informado que la metformina podria mostrar efectos
anticancerigenos. Aungue no se conoce con precision los mecanismos por los cuales la
metformina puede ejercer sus efectos antitumorales, estos se pueden dividir en dos
categorias no excluyentes entre si: directos e indirectos (9) (figura 7).

Con respecto a los efectos directos, estan mediados principalmente por la activacion de
la quinasa LKB1 y AMPK. LKB1 es un supresor tumoral cuya activacion promueve la
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apoptosis celular y la activacion de AMPK (5). La activacion de esta Ultima es el eje
central de la mayoria de los mecanismos (47,48):

- AMPK fosforila y estabiliza el complejo 2 de la esclerosis tuberosa (TCS2), el
cual es un supresor tumoral que regula negativamente la actividad de mTOR, un
controlador central del metabolismo y crecimiento celular. El resultado es la
supresion de la traduccion de ARNm, la inhibicion de la sintesis proteica y la
angiogénesis y el incremento de la autofagia celular.

- AMPK facilita la apoptosis al activar el gen supresor de tumores p53 y la
regulacién negativa de la ciclina D1, que conducen a la detencién del ciclo celular
en fase GO-G1 e incremento de autofagia.

La metformina puede inducir estrés energético directamente en las células tumorales
mediado por la inhibiciébn del complejo 1 de la cadena respiratoria que disminuye la
fosforilacion oxidativa (9).
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Figura 7. Principales mecanismos de accion de la metformina como anticancerigeno.

Dos de las propiedades tipicas del cancer es la inflamacion y evasion del sistema
inmune. La metfomina también puede actuar como inmunomodulador. Por un lado,
ejerce efectos antiinflamatorios dependientes de la activacion de AMPK, que regula
negativamente el factor de transcripcion STAT-3y la liberacion de TNF-a y otros factores
proinflamatorios. Por otro lado, también tiene capacidad para activar linfocitos T CD8
especificos contra el tumor que liberan factores antitumorales al microambiente (47,48).

Indirectamente, la inhibicion de la produccion de glucosa produce cambios en los
circuitos metabdlicos y endocrinos que pueden afectar en los procesos moleculares del
cancer. El mecanismo mas destacable es a través de la disminucion de la
hiperinsulinemia, ya que existe evidencia de que los niveles altos de insulina favorecen
la carcinogénesis (2). El receptor de insulina (IR) y el receptor del factor de crecimiento
semejante a insulina tipo 1 (IGF-1R), cuya expresion se encuentra elevada en algunos
canceres, tienen un efecto mitogénico muy potente. Su estimulaciéon resulta en un
aumento de la via de sefalizacion de PI3K/ AKT-mTOR que promueve la proliferacion
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y crecimiento celular. La reduccién de la concentracion de insulina circulante y la
consiguiente interferencia en dicha via de sefializacion puede mediar algunos de los
efectos antineoplasicos de la metformina (5,47,48).

La metformina, como candidato a farmaco reutilizable, ha sido investigada en varios
estudios clinicos de una gran diversidad de tipos de cancer como es el carcinoma
hepatocelular, colorrectal, prostata, ovarios, pancreas o cancer de mama.

En un estudio epidemiolégico, observacional y restrospectivo, donde se recogieron
datos de 21.000 pacientes diabéticos se demostrd que el uso de la metformina se puede
asociar a una reduccion en la incidencia de cancer y de las tasas de mortalidad dosis-
dependiente, en comparacion con los pacientes tratados con otros agentes
antidiabéticos. Otros estudios han llegado a conclusiones similares (5). Sin embargo, la
mayoria de estos estudios eran retrospectivos y sujetos a muchos sesgos y a pesar de
que los resultados son alentadores, la respuesta en diferentes ensayos clinicos adn es
controvertida (5,9).

En la actualidad, pocos ensayos clinicos prospectivos han sido llevados a cabo. Alguno
de ellos con resultados negativos, por ejemplo, Kordes y col. analizaron 121 pacientes
con cancer de pancreas avanzado y en tratamiento con gemcitabina y erlotinib. Se les
administrd de forma aleatoria metformina a la mitad de los pacientes y placebo al resto.
Los resultados mostraron que la supervivencia a los 6 meses fue de un 56'7% y un
63'7% respectivamente (49).

Estudios in vitro, han demostrado que la metformina inhibe el crecimiento, migracion e
invasion de las células del cancer de mama, e induce su apoptosis con una toxicidad
minima. En una linea de células de cancer de mama resistente a doxorubicina, la
metformina ha demostrado, in vitro e in vivo, actuar sinérgicamente con la doxorubicina
y revertir la resistencia de las células al antineoplasico (9).

En el cancer de colon, usando técnicas in vitro, se ha verificado que metformina reduce
la proliferacion y migracién celular al inducir el arresto del ciclo celular en fase GO/G1
junto con una disminucién de la expresion de IGF-1R (9).

La evidencia actual es insuficiente, no obstante, se mantiene la perseverancia por
comprender el papel de la metformina en el cancer y actualmente son més de 80 los
ensayos clinicos que estan en curso (5).

6.2.4 ACIDO ACETILSALICILICO

El acido acetilsalicilico (AAS) o aspirina es un farmaco antiinflamatorio no esteroideo
(AINE), con propiedades analgésicas, antiinflamatorias y antipiréticas debido a la
inhibicion irreversible de la ciclooxigenasa 1 y 2 (COX-1 y COX-2), que suprime la
conversién de acido araquidonico en prostaglandinas y tromboxanos. La COX-1 se
encuentra de forma constitutiva en el organismo, favoreciendo la correcta funcion
fisioldgica de las células. La AAS tiene ademas funcion antiagregante plaquetaria tras
la administracion de bajas dosis de AAS, que produce la inhibicion irreversible de la
COX-1 en las plaquetas y bloqueo en la formacién de tromboxano A2 (9).

La COX-2 se expresa de forma inducible, encontrandose sobreexpresada junto con la
prostaglandina E2 (PGEZ2) ante ciertas situaciones como son los estados inflamatorios.
Dada la estrecha relacion que se ha demostrado entre la inflamacion y la

28



Trabajo fin de grado | Alba Hernandez Ruiz

carcinogénesis, es precisamente la inhibicibn de la enzima COX-2 el principal
mecanismos por el que la AAS produce su actividad antitumoral (5,9).

Son varios los grupos cientificos que en los ultimos afios atribuyen a la AAS propiedades
anticancerigenas y, sobre todo, quimiopreventivas.

La COX-2 se encuentra sobreexpresada en los tejidos del cancer colorrectal donde
produce elevadas cantidades de PGE2. Esta Ultima estimula la migracion celular y la
angiogénesis, y disminuye la apoptosis. Cole y col. realizaron un metaandlisis de cuatro
estudios para analizar el efecto preventivo de la aspirina en el desarrollo de cancer de
colon, concluyeron que la AAS actuaba como un agente quimiopreventivo (9). En 2018,
Qiao y col. realizaron un meta-analisis para estudiar la asociacion entre el uso de
aspirina y la prevencién en diferentes tipos de cancer. En el estudio se incluyeron 298
estudios observacionales y el resultado fue que la administracion de AAS como profilaxis
suponia una disminucién significativa del riesgo de desarrollar cancer gastrico, de
esoOfago, colorrectal, endometrio, ovario y préstata (50). Sin embargo, las limitaciones
podrian ser sus efectos secundarios, como es el elevado riesgo de sangrado tras su uso
profilactico prolongado (51).

Ademas, la AAS, puede reducir el riesgo de metastasis en pacientes con cancer de
préstata, endometrio o mama (9). Se han comunicado varios mecanismos antitumorales
dependientes de COX. Por ejemplo, se demostré que algunos pacientes con cancer
colorrectal presentaban la mutacion PIK3CA, y Liao y col. encontraron que el uso de
aspirina se asociaba con un incremento significativo de la supervivencia en pacientes
que tuviesen dicha mutacion, esto era debido a que la inhibicién de la COX-2 por la
aspirina regulaba negativamente la via de sefalizacion fosfoinositol 3-quinasa
(PIK3)(52). La AAS interviene en la funcion inmune, al aumentar la produccion de
resolvina dependiente de COX, un mediador con un papel esencial en la restauracion
de la funcién normal de la célula tras la inflamacion (2).

También se he ha informado de la actividad del AAS independiente de la COX, puede
directamente disminuir la actividad de los factores de transcripcion, proteinas de vias de
sefalizacién o enzimas metabdlicas. Se demostrd que AAS inhibia la via de sefalizacion
de NF-kB a través de la estabilizacion de la familia de inhibidores IkB, o que puede
reducir la sobreexpresion de c-Myc o ciclina D1, asociadas a la progresioén del cancer
(9,51).

El efecto anticancerigeno de la aspirina todavia presenta gran controversia y deja dudas
sin resolver. Por ello, en la actualidad mas de 40 ensayos clinicos se estan
desarrollando, utilizando AAS sola o en combinacion con otros farmacos para evaluar
su eficacia en el tratamiento del cancer (9).

6.2.5 ITRACONZAOL

El itraconazol es un farmaco antifungico, utilizado en el tratamiento de las infecciones
superficiales o sistémicas producidas por hongos. Actla inhibiendo la lanosterol-14a-
desmetilasa, una enzima implicada en la sintesis de las membranas fungicas y del
colesterol (6):

Actualmente, hay mdltiples estudios clinicos que estan investigando sus efectos en
varios tumores malignos, los mecanismos de accién son diversos:

- Debido a su efecto sobre la sintesis del colesterol, en células de glioblastoma se
descubrié que la eliminacion del colesterol de la membrana plasmética conducia
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a la eliminacion de la actividad AKT1, y posteriormente a la inhibiciéon de mTOR,
lo que llevaba a la induccién de la apoptosis (2).

- Se le atribuyen propiedades antiangiogénicas. Tras el uso de itraconazol sobre
xenoinjertos de cancer de pulmén de células no pequefias en ratones, se
demostré que disminuyo la proliferacion de células endoteliales y se consiguio la
regresion tumoral (2).

- El itraconazol también se ha propuesto como un inhibidor de la via de
sefalizacién Hedgehog (VHh), a través de la inhibicion del receptor SMO. La
alteracion en esta via da lugar al desarrollo de tumores por la sobreexpresion de
genes diana, como N-Myc. En un estudio de fase Il de carcinoma basocelular el
tratamiento con itraconazol oral dio como resultado una expresion reducida de
VHh acompafiada de una disminucién del tamafio tumoral. Otros estudios
similares han mostrado resultados parecidos (2,6).

Sin embargo, también hay contraindicaciones al uso de itraconazol para el tratamiento
de enfermedades malignas, ya que el farmaco puede producir importantes efectos
secundarios, principalmente cardiovasculares, lo que podria limitar su utilidad (6).

6.2.6 CLORPROMAZINA

La clorpromazina es un antipsicético usado tradicionalmente para el tratamiento de la
esquizofrenia y la psicosis. Al inicio de la década de los 70 surgi6 como posible
candidato para la reutilizacién en el cancer. Numerosos estudios han demostrado que
la clorpromazina tiene efectos antiproliferativos y proapoptoticos, y se ha encontrado
que inhibe el crecimiento tumoral en varios tipos de cancer, incluidos el carcinoma
hepatocelular, glioma, leucemia y melanoma. Los mecanismos subyacentes por los
cuales ejerce su accion antitumoral son diversos. Estos estan relacionados
principalmente con la expresion alterada de varias proteinas implicadas en el ciclo
celular o en los procesos mitocondriales. Por ejemplo, en células de glioma cerebral la
clorpromazina aumenta la expresion del inhibidor de la cinasa dependiente de ciclina
p21, causando la detencién del ciclo celular en la fase G2/M. En células de cancer
colorrectal, indujo la apoptosis a través de la activacion de la via de sefializacion JNK,
que regula positivamente la expresion del supresor tumoral p53. También conduce a la
apoptosis de células leucémicas al reducir la produccién de ATP mitocondrial. No
obstante, son necesarios mas estudios para demostrar estos efectos (2,9).

Los farmacos expuestos anteriormente son solo algunos de los ejemplos de la gran
diversidad de medicamentos que se estan analizando actualmente y que tienen un
futuro muy prometedor como potenciales farmacos reutilizados para el tratamiento del
cancer. Los mecanismos de accién por los que actia cada farmaco son diversos, y en
muchas ocasiones, comunes entre ellos, como muestra la figura 8 (2).
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Figura 8. Farmacos candidatos a ser reposicionados y sus principales mecanismos de accién en el
cancer (2).
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7. DISCUSION

La necesidad por encontrar farmacos eficaces contra el cancer y la problemética que
rodea al desarrollo de los mismos, ha impulsado en los Ultimos afios la busqueda de
nuevas estrategias en el desarrollo de farmacos (9).

Algunos autores apuestan por el reposicionamiento o reutilizacion de farmacos en
sustitucion a las técnicas de desarrollo convencionales. Estos autores fundamentan su
apoyo en la complejidad y heterogeneidad de los tipos de cancer, que crean la
necesidad de desarrollar terapias basadas en la polifarmacia, usando varios
medicamentos al mismo tiempo y cada uno de ellos con varios mecanismos de accion.
De hecho, la media de dianas de actuacion por farmaco reposicionado es de 4’77 (1).
En contra, otros autores creen que esta estrategia podria no superar al desarrollo de
farmacos de novo, debido a la alta probabilidad de fallo por falta de eficacia y a la
necesidad de inversiones econdmicas adicionales que podrian no hacer atractiva su
financiacién (1,49). Ante esta polémica, la mayoria de los autores abogan por una
postura intermedia, en la que ambas estrategias de desarrollo de medicamentos sean
complementarias y las terapias farmacolégicas se beneficien de la combinacion de
antineoplasicos, dirigidos selectivamente a sus dianas terapéuticas, con el apoyo de
otros farmacos con multiples objetivos y de amplio espectro (5).

Desde los primeros resultados favorables y desde el primer farmaco reposicionado para
el tratamiento del cancer, son muchos los esfuerzos e investigaciones que se han
llevado a cabo para buscar posibles farmacos candidatos a ser reutilizados.

La talidomida por sus propiedades inmunomoduladora y antiangiogénica fue aprobada
para el mieloma multiple. Desde entonces, diferentes estudios apoyaban su uso en otros
tumores. Por ejemplo, De Souza y col. demostraron que la asociacion de talidomida méas
carboplatino era efectiva como terapia contra el cancer de mama (27), efectividad que
también se demostré en cancer de pulmon o de préstata cuando se asociaba talidomida
a otros antienoplasicos (25,28). Por el contrario, los resultados en otros estudios clinicos
muestran que el uso de la talidomida en los tumores sélidos es todavia controvertido.
Knisely y col. indicaron que no habia mayor supervivencia tras asociar talidomida al
tratamiento de pacientes con metastasis cerebrales y casi la mitad de los mismos
tuvieron que abandonar la toma de talidomida debido a sus importantes efectos
adversos (53). Otros estudios en diversos tumores como el cancer de células renales o
el sarcoma de kaposi también mostraron una reducida capacidad antitumoral y
considerables efectos adversos. El problema acaecido con las reacciones adversas era
debido, principalmente, a que las dosis necesarias para alcanzar la eficacia deseada
podian derivar en importante toxicidad (2,5).

Por el contrario, el disulfiram por su buena tolerancia y baja toxicidad ha adquirido una
gran proyeccion en el reposicionamiento de farmacos. Ademas, este medicamento ha
demostrado resultados muy prometedores. Sin embargo, presenta una solubilidad muy
baja en el organismo, motivo por el cual puede verse afectada su eficacia. Debido a este
problema, algunos investigadores como McMahon y col. propusieron utilizar los nuevos
sistemas de liberacion, actualmente en gran desarrollo. Tras los estudios
correspondientes se comprob6 una mejor liberacion de disulfiram, pero esto podia
suponer el encarecimiento del proceso de fabricacion del farmaco, por lo que surgia un
nuevo inconveniente que limitaria una de las principales ventajas de los farmacos
reposicionados, el menor coste de produccion (31,35).
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Algunos autores apuestan por la metformina como el candidato ideal en la prevencién y
tratamiento del cancer. Saraei y col. destacan que es un farmaco de uso generalizado,
barato y altamente disponible, con escasos efectos secundarios y pocas interacciones
con otros farmacos (48). De hecho, se ha demostrado que la probabilidad de desarrollar
cancer en los pacientes con diabetes mellitus tipo 2 en tratamiento con metformina se
reduce en un 30% (9,54). En la misma linea, Evans y col. publicaron que la probabilidad
de padecer cancer es menor en aquellos pacientes con diabetes que toman metformina
que los que toman un antidiabético diferente (9). Son varios los estudios que han
demostrado que la metformina puede reducir el riesgo de padecer diversos tipos de
cancer como el de recto, mama, préstata, colon u ovario (9,48). La controversia respecto
a este farmaco aparece al constatar que la mayoria de los resultados obtenidos,
proceden de estudios retrospectivos observacionales de casos y controles, con baja
potencia estadistica y gran cantidad de sesgos y factores de confusion. Al realizar un
metaanalisis de los estudios existentes donde se eliminaban los sesgos, se concluyé
que la probabilidad de desarrollar cancer tras la toma prolongada de metformina se
reducia en un 10% y no en un 30% (54). A esto hay que afiadir la opinién de otros
autores que encuentran inconsistente la evidencia cientifica en los estudios
retrospectivos realizados con metformina, por lo que la mayoria concluyen que se
necesitan estudios prospectivos con un mejor disefio estadistico para comprobar su
verdadera actividad antitumoral (9).

En los ultimos afios son muchos los estudios que defienden que el uso prolongado de
aspirina puede ejercer efectos quimiopreventivos en el cancer, especialmente en el
cancer colorrectal (CCR). Flossmann y col. realizaron un analisis sistematico de casos
y controles y concluyeron que la toma regular de aspirina a largo plazo reducia de forma
significativa la probabilidad de desarrollar cancer colorrectal (55). Un grupo de
investigacion realizé un gran estudio de cohortes y concluyé que el riesgo de desarrollar
carcinoma colorrectal se redujo tras la toma de 300 mg/dia de aspirina durante mas de
6 meses (55). Otros autores, como Cole y col. también apoyaron un efecto
guimiopreventivo de la aspirina (9). Sin embargo, varios autores afirman que la
reduccion del riesgo del CCR esté directamente relacionada con la cantidad y duracion
de la toma de aspirina (55).Por ejemplo, Garcia Rodriguez y col. demostraron que la
toma diaria de 75-150mg no redujo el riesgo de desarrollar cancer colorrectal (56).

El principal motivo de discusidn relacionado con este farmaco se debe a que la toma
continuada de aspirina a altas dosis puede producir importantes efectos secundarios.
De hecho, numerosos estudios han demostrado el elevado riesgo de eventos
hemorragicos relacionados con la toma de aspirina en la prevencion de las
enfermedades cardiovasculares (donde se usa, por sus efectos antiagregantes, a bajas
dosis). Sin embargo, no existen estudios suficientes sobre las consecuencias de la toma
de aspirina a las dosis requeridas como farmaco quimiopreventivo (57), es decir, aln no
se conoce con precision si este tratamiento preventivo puede provocar efectos adversos
alargo plazo. Por tanto, ante la falta de evidencia y el peligro de los efectos secundarios,
las guias europeas todavia no han apoyado el uso de aspirina en prevencion primaria
del cancer. Aun asi, debido a sus efectos quimiopreventivos demostrados se cree que
podria ser util seguir realizando ensayos clinicos para precisar correctamente el balance
riesgo-beneficio (57).

En este contexto, aspirina, metformina, talidomida, disulfiram o itraconazol son algunos
de los farmacos candidatos mas prometedores para el tratamiento del cancer y los que
actualmente, estdn ocupando un mayor nimero de investigaciones.
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8. CONCLUSIONES:

1. Lareutilizacion de medicamentos es una estrategia relativamente novedosa, que,
en combinacién con las técnicas clasicas de desarrollo de farmacos, puede
proporcionar mejores oportunidades para alcanzar tratamientos eficaces en el
cancer.

2. Los avances en Farmacogenomica Yy biologia molecular apoyados en
herramientas de alto rendimiento, han permitido predecir, de forma mas
sisteméatica y rapida, los farmacos que pueden tener eficacia antineoplasica, asi
como su modo de accidn y toxicidad.

3. La talidomida fue aprobada en el tratamiento del mieloma mdltiple tras varios
estudios exitosos que mostraban su capacidad angiogénica, inmunomoduladora y
antitumoral. No obstante, queda por conocer de forma precisa su mecanismo de
accion y su capacidad anticancerigena en otros tumores.

4. EIl disulfiram es uno de los farmacos con mayor evidencia cientifica en el
tratamiento del cancer, debido, principalmente, a su excelente perfil de seguridad,
buena tolerabilidad y escasos efectos secundarios. Sin embargo, presenta
problemas de solubilidad y eficacia en el organismo, que todavia estan pendientes
de resolver.

5. Muchos mas farmacos han mostrado potencial actividad antineoplasica, como, por
ejemplo, la metformina o el acido acetilsalicilico, sin embargo, todavia quedan
dudas sobre sus mecanismos de accién, su eficacia y toxicidad. Otros, como el
itraconazol o clorpromazina también estan siendo investigados.

6. En definitiva, el reposicionamiento de farmacos es una estrategia alternativa al
desarrollo de farmacos de novo que puede reducir en casi un 50% los costes y
tiempo invertidos, en relacién al desarrollo de farmacos tradicional. No obstante,
son necesarios mas estudios que permitan demostrar mayor evidencia cientifica
de estos y otros farmacos candidatos vy, si es el caso, decidir su aprobacién en
terapéutica.
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10. ANEXOS:

ANEXO 1:

GLOSARIO

ALDH Aldehido deshidrogenasa

AAS Acido acetilsalicilico

FDA Food Administration Drug

EMA European Medicines Agency

TNF- a Factor de necrosis tumoral alfa

FGF- B Factor de crecimiento de fibroblastos
VEGF Factor de crecimiento endotelial

NF-kB Factor nuclear kappa B

MM Mieloma multiple

BMSC Células del estroma de la médula 6sea
MAPK Proteinas quinasas activadas por mitégenos
ICAM-1 Moléculas de adhesion intracelular -1
VCAM-1 Moléculas de adhesion vascular -1
Células NK Células Natural Killer

CPCNP Céancer de pulmén de células no pequenas
TACE Quimioembolizacién transarterial

DSF Disulfiram

DDC Dietil-ditio-carbamato

SUP Sistema ubiquitina-proteasoma

ER-B Receptor de estrégeno 3

CMC Células madre cancerigenas

ROS Especies reactivas de oxigeno

P-gp Glucoproteina P

PLGA acido polilactico-co-glicolico

PEG polietilenglicol

DOX doxorrubicina

PTX Paclitaxel

ATP Adenosin trifosfato

AMPK Proteina quinasa activada por AMP
TCS2 Complejo 2 de la esclerosis tuberosa
IR Receptor de insulina

IGFR-1 Receptor del factor de crecimiento semejante a insulina
COX Ciclioxigenasa

PGE2 Prostaglandina E2

PIK3 Fosfoinositol 3-quinasa

VHh Via de sefalizacion Hedhehog

CCR Cancer colorrectal
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