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Resumen

El reconocimiento de una diana terapéutica permite la elaboracién de farmacos que interactlan
especificamente con ella, lo que mejora la efectividad del tratamiento y disminuye los efectos adversos. Por
ejemplo, en la terapia del cancer, el andlisis de dianas terapéuticas facilita la creacién de "farmacos a la
carta", es decir, tratamientos orientados a combatir las modificaciones genéticas o moleculares particulares
del tumor. En esta revision, se describen las funciones y la estructura tridimensional del ribonucleétido
reductasa, una enzima clave en la sintesis de desoxirribonucle6tidos, esenciales para la replicacion y
reparacion del acido desoxirribonucleico. Asimismo, se discute como diversas moléculas organicas pueden
actuar como inhibidores de esta enzima, desempefiando un papel destacado en la investigacion de
tratamientos con potencial efecto anticancerigeno. Finalmente, se describen los distintos mecanismos de

inhibicidn, ilustrados con ejemplos de moléculas representativas para cada caso.
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RIBONUCLEOTIDE REDUCTASE TARGETING: MECHANISM OF
ACTION AND THERAPEUTIC POTENTIAL

Abstract

Recognizing a therapeutic target allows the development of drugs that interact with it, improving treatment
effectiveness and reducing adverse effects. For example, in cancer therapy, the analysis of therapeutic
targets facilitates the creation of "Personalized drug," that is, treatments specifically designed to combat the
tumor's unique genetic or molecular modifications. This review describes the functions and three-
dimensional structure of ribonucleotide reductase, a key enzyme in synthesizing deoxyribonucleotides,
which are essential for replicating and repairing deoxyribonucleic acid. Additionally, it discusses how
various organic molecules can act as inhibitors of ribonucleotide reductase, playing a prominent role in
researching treatments with potential anticancer effects. The various inhibition mechanisms are detailed,

accompanied by examples of representative molecules for each mechanism.

Keywords: Ribonucleotide reductase, Inhibition, Organic compounds, Chemotherapy, Cancer.
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1. Introduccién

Dentro del vasto y fascinante mundo del
metabolismo celular, existen estructuras
cuya actividad es esencial para los procesos
bioquimicos que sustentan la vida. Un gran
ejemplo de estas especies son las enzimas
ribonucledtido reductasa (RNR) o también
Ilamadas ribonucleosido difosfato reductasa.
Estas enzimas catalizan la reduccion del
grupo hidroxilo en el carbono 3 (C3-OH) en
los ribonucleotidos 5'-di o trifosfatos (NDP o
NTP) para su
correspondientes
(Esquema 1). (Huff y col., 2022; Kolberg y
col., 2004; Shetty y col., 2024; Torrents,
2014; Wijerathna y col., 2011; Zhou y col.,

2013) Este proceso es crucial para la sintesis

transformaciéon en los

desoxirribonucledtidos

del &cido desoxirribonucleico (ADN), ya que
los desoxirribonucleétidos son los blogques de
construccién que se utilizan para formar el
ADN. Sin la actividad del ribonucleotido
reductasa, las células no podrian sintetizar el

ADN de manera efectiva, ya que ayudan en
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la regulacion de la tasa total de sintesis de
ADN, manteniendo constante la proporcion
entre ADN y masa celular durante la division
y reparacion del ADN. (Huff y col., 2022;
Kolberg y col., 2004; Shetty y col., 2024,
Torrents, 2014; Zhou y col., 2013; Zuo y col.,
2024) Una caracteristica del mecanismo de
accion de esta enzima es catalizar la reaccion
de reduccion mediante la generacion de
Y) vy
sulfhidrico (S%)], en el sitio activo de la

radicales libres [radical tirosil
enzima, por lo que, a la RNR se le cataloga
como enzima radical arquetipica (Esquema
1).(Huff y col., 2022; Lebrette y col., n.d.;
Shetty y col., 2024; Wijerathna y col., 2011).
Estas enzimas también entran en la categoria
de metaloenzimas, ya que, en su proceso de
catalisis para la generacion del radical S°,
usan en su sitio activo un cation metalico
como cofactor (Fe'"'-Fe'"'-Y* para la clase la,
Mn"-Mn'"-Y* clase b, y Fe''-Mn'"-Y* clase
c).(Huff y col., 2022; Lebrette y col., n.d.;
Shetty y col.,, 2024; Torrents, 2014;
Wijerathna y col., 2011)
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Esquema 1. Reduccidn de ribonucledtido catalizada por RNR.
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2. Generalidades
2.1 Estructura de la RNR Clase |I.

Se han descrito tres clases de RNR segln sus
cofactores (cuya nomenclatura usa nimeros
romanos para clasificarlas: I, 11 y Ill). Las
enzimas de clase | contienen un grupo
dihierro-oxigeno que genera un radical libre
tirosilo (Y*) y se encuentran en mamiferos,
procariotas y en el virus del herpes. Esta
clase de enzimas a su vez se divide en tres
subclases la, Iby Ic, siendo las enzimas de la
subclase la comunes en la mayoria de todos
los organismos y por lo tanto son el tema
central de la presente revision. (Cerqueira y
col., 2005; Huffy col., 2022; Kolberg y col.,
2004; Shetty y col., 2024; Torrents, 2014;
Wijerathna y col., 2011; Zuo y col., 2024)

La RNR mas estudiada es la de la bacteria
Escherichia coli la cual es considerada el
prototipo de las RNR presentes en los
organismos superiores. En la Figura 1, se
muestra la estructura de la enzima la cual
esta compuesta por las subunidades a (R1) y
B (R2) que en presencia de ATP forman el
complejo enzimatico activo o2p2. La
subunidad o (que en los mamiferos se
identifica como RRM1, ~85kDa), contiene
el sitio catalitico (sitio-C) y dos sitios de
regulacion alostérica: el sitio activo (sitio-A)

y el sitio especifico (sitio S). El sitio A

controla la actividad general de la enzima de
tal forma que la unién a ATP activa la RNR,
mientras que la union a dATP la inactiva.
Por otro lado, el sitio S regula la preferencia
de la enzima por un sustrato especifico para
su union al sitio C. La subunidad B (que en
los mamiferos se identifica como RRM2,
~45kDa), es mas pequefia y contiene el
cofactor
(Fontecave y col., 1992; Huff y col., 2022;
Kolberg y col., 2004; Lebrette y col., n.d,;
Rofougaran y col., 2008; Shetty y col., 2024;
Torrents, 2014; Wijerathna y col., 2011;
Zhou y col., 2013; Zuo y col., 2024)

En las tres clases de RNR, los radicales

metalico de hierro (Fig. 1).

libres (Y") interactian con un residuo de
cisteina (Cys439) del sitio A para generar el
radical S°. Es importante destacar que el sitio
A esté altamente conservado, es decir es muy
similar, en las tres variantes de RNR (Huff et
al., 2022; Shetty y col., 2024; Torrents,
2014; Wijerathna y col., 2011; Zhou y col.,
2013).

2.2 Inhibidores de RNR como tratamiento de

cancer.

La RNR es un objetivo atractivo tanto para
la quimioterapia contra el cancer como para
la terapia antiviral debido a su papel

fundamental en la regulacion de ADN.
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Figura 1. Estructura del ribonucleétido reductasa
de E. Coli (PDB: 6W4X). Proteinas alfa (verde y
aguamarina), junto con los sitios especificos
(rojo) y cataliticos (azul rey). Proteinas beta (rosa
y naranja) asi como el sitio donde se dispone el

cofactor metélico (verde).

Se sabe que las subunidades RRM1 o0 RRM2
estdn sobreexpresadas en una amplia
variedad de cénceres, incluidos el céncer
gastrico, de ovario, colorrectal, de cerebro,
de mama, de higado y de pulmén. (Elford y
col., n.d.; Huff y col., 2022; Shetty y col.,
2024; Wijerathna y col., 2011) Por ello, se
han desarrollado una gran cantidad de
de RNR

mecanismos, los cuales se pueden dividir en

inhibidores con diferentes

tres grupos principales: 1) inhibidores
cataliticos que inactivan la subunidad RRM1
0 la subunidad RRM2; 2) inhibidores de la
traduccion, que bloquean la sintesis de la

enzima y; 3) inhibidores de la dimerizacion

qgue impiden la asociacién de las dos
subunidades RNR.

2.3 Inhibidores cataliticos.

Estos inhibidores interactian con la forma
activa de la RNR y se clasifican segun el tipo
de
subunidades.

inactivacion que ejercen sobre las

Se dividen en inhibidores
especificos para la subunidad RRM1 e
inhibidores especificos para la subunidad
RRM2. (Cerqueira y col., 2005; Huff y col.,
2022; Torrents, 2014; Wijerathna y col.,

2011)

2.3.1. Inhibidores especificos para la
subunidad RRM1.

Estos inhibidores se unen a los sitios de la
subunidad RRM1y pueden clasificarse en
tres grupos:

a) Inactivadores de grupos sulfhidrilo.

Son pequefias moléculas que como su
nombre indica, se unen a los grupos
sulfhidrilo  (-SH)  del sitio-A.  Su
representante mas comun es la caracemida
(CAR o N-acetil N, O-di(metilcarbamoil)-
hidroxilamina) (Fig. 2), la cual se ha
observado que inhibe la subunidad RRML1,
pero conduce al desarrollo de efectos

neurolégicos y  psiquiatricos  graves.
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(Cerqueira y col., 2005; Huff y col., 2022;
Wijerathna y col., 2011)
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Figura 2. Estructura de la caracemida.

b) Inhibidores alostéricos.

Son moléculas que se unen a sitios distintos
al sitio-A de una enzima, afectando su
cambiar la

actividad catalitica al

conformacién de la enzima, formando
hexameros inactivos. (Cerqueira y col.,
2005; Huff y col., 2022; Wijerathna y col.,
2011) Ejemplos de estos son: 8-azidoATP
(Fig. 3a),

desoxiadenosina,

y varios analogos de la

como la 2-cloro-2'-
desoxiadenosina (Cladribina, Fig. 3b), la 9-
B-D
(Fludarabina, Fig. 3c), y la 2-cloro-2'-

arabinofuranosil-2-fluoroadenina

arabino-fluoro-2'-desoxiadenosina
(Clofarabina, Fig. 3d). Fludarabina se ha
utilizado en el tratamiento de leucemia
linfocitica crénica, sin embargo, uno de los
principales efectos adversos es la mielo-
supresion.(Lukenbill y col., 2013)

Por otro lado, varios estudios han evaluado
la eficacia y seguridad de cladribina en el
esclerosis

tratamiento  de mualtiple

encontrando que el efecto adverso mas

comun son las infecciones. (Giovannoni,
2017) Por ultimo, la clofarabina se ha
utilizado para tratar leucemias infantiles y
los efectos adversos mas frecuentemente
reportados son anemia, diarrea y neutropenia
febril. (Cerqueira y col., 2005; Huff y col.,
2022; Jeha y col., 2023; Shetty y col., 2024;
Wijerathna y col., 2011)
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Figura 3. a) 8-azidoATP, b) Cladribina, c)
Fludarabina y d) Clofarabina.

c) Anélogos de sustrato.

Estos inhibidores se conocen normalmente
como inhibidores suicidas porque son
reconocidos por RNR como sustratos
normales y reaccionan en el sitio activo
dando lugar a productos anormales que
inactivan la enzima. (Cerqueira y col., 2005;
Shetty y col., 2024; Wijerathna y col., 2011)
La diferencia entre el analogo y el sustrato
original, generalmente se da en el grupo
hidroxilo (C3’-OH) que se reduce durante la

catalisis de RNR. Uno de los primeros
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inhibidores que mostr6  propiedades
interesantes fue la ara-C (Arabinosilcitosina)
(Fig. 4a), un analogo de nucleédtido con una
arabinosa en lugar de una ribosa, sin
embargo, la rapida degradacién por
desaminacion y la ineficacia contra tumores
solidos lo hicieron inadecuado para uso
médico.(Shetty y col., 2024; Wijerathna y
col., 2011) EIl andlogo més estudiado es la
(2'-desoxi-2',2'-

difluorocitidina, Fig. 4b), el cual es un

Gemcitabina

farmaco que es un componente importante
de las quimioterapias estdndar para tratar
diversos tipos de cancer, como el de pulmén
y pancreas. Entre los efectos adversos mas
frecuentes destacan los hematol6gicos como
neutropenia, anemia Yy trombocitopenia.
(Schlack y col., 2016; Shetty y col., 2024;
Wijerathna y col., 2011)

AT

HO o N ClI” 'N %
Eu\-paﬁﬁ, ~o
Y
HOH @",,/OH

Figura 4. a) ara-C y b) Gemcitabina.

2.3.2
subunidad RRM2.

Inhibidores especificos para la

Se ha encontrado que un posible desbalance

en la expresion de la RRM2, en particular la

sobreexpresion, promueve la resistencia a
medicamentos anticancerigenos, estando
claramente ligada al crecimiento tumoral y
la metéstasis. Se ha demostrado que su
inhibicion puede superar la resistencia y
aumentar la quimio-sensibilidad en el
fibrosarcoma, céancer de pancreas, entre
otros. (Lebrette y col., n.d.; Panessoy col.,
2023; Zhou y col., 2013; Zuo y col., 2024)
Este tipo de inhibidores tienen dos
mecanismos de accion principales:

a) Depuradores de radicales.

Son los que destruyen el radical libre de
tirosilo que se asienta en el residuo de
tirosina (Y122) y el centro de hierro,
acompafado de la liberacion de hierro de la
proteina. (Elford y col., n.d.; Huff y col.,
2022; Moianos y col., 2023; Zuo y col.,
2024) Debido a que la subunidad RRM2
tiene una vida media corta, la efectividad de
los inhibidores es limitada y solo son
eficaces en tumores con tasas de crecimiento
acelerado, ya que en estos casos disponen del
tiempo suficiente para alcanzar su diana
(Cerqueira vy 2005;
Wijerathna y col., 2011; Zuo y col., 2024)

Los

molecular. col.,

depuradores de radicales son
generalmente moléculas pequefias y planas,
esto para que se les facilite su acercamiento
al radical libre. (Wijerathnay col., 2011; Zuo
y col., 2024) La hidroxiurea (HU) (Fig 5a) es
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el depurador de radicales mejor
caracterizado y se ha utilizado para tratar
diversas afecciones neoplasicas y no
neoplasicas, sin embargo, tiene una eficacia
clinica limitada debido a que su tiempo de
vida media es corto y su afinidad a RRM2
humana es baja. (Bhave y col., 2013; Elford
y col., n.d.; Huff y col., 2022; Panesso y col.,
2023; Wijerathna y col., 2011; Zuo y col.,
2024) En los

desarrollado compuestos con estructuras

altimos afos se han

similares a la hidroxiurea, como el

acetohidroxamato (Fig. 5b), los &cidos
benzohidroxadmicos sustituidos (Fig. 5c), la
hidroxilamina (Fig. 5d), las hidroquinonas
(Fig. 5e) y los derivados de la hidrazina (Fig.
5f), los cuales también han mostrado
actividad inhibidora comparable. Entre los
acidos hidroxamicos, el Didox (acido 3,4-
(Fig.  5g),
inhibidores

dihidroxibenzohidroxamico)
destaca como uno de los
farmacologicos mas potentes de la RNR.
(Bhave y col., 2013; Cerqueira y col., 2005;
Elford y col.,, n.d.; Huff y col., 2022;
Mészéros y col., 2023; Moianos y col., 2023;
Panesso y col., 2023; Wijerathna y col.,
2011; Zuo y col., 2024)
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Figura 5. a) hidroxiurea, b) acetohidroxamato,
¢) acidos benzohidroxamicos, d) hidroxilamina,

e) hidroquinonas, f) hidrazina y g) Didox.

También se ha encontrado que el 6xido
nitrico (NO) una molécula clave en el
organismo involucrada en la vasodilatacion,
neurotransmision e inmunomodulacion, es
un depurador de radicales ya que inactiva el
radical tirosilo a través de la formacién de
aductos de nitrosotirosina. Algunos trabajos
resaltan el papel del Oxido nitrico en la
inhibicion de la RNR ya que mediante estrés
nitrosativo modifica los tioles de la
subunidad alfa por S-nitrosilacion y en la
subunidad beta modifica a los radicales
tirosilo mediante nitrosacion. Hasta la fecha
el uso que tiene el 6xido nitrico es por su
efecto vasodilatador en enfermedades
respiratorias y cardiovasculares. (Cerqueira
y col., 2005; Chakraborty y col., 2022;

Wijerathna y col., 2011; Yuy col., 2019)

b) Quelantes del hierro.

Dado que la subunidad RRM2 es

dependiente de hierro, la eliminacién o
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quelacion de este metal puede inhibir su
actividad, por lo tanto, los quelantes de
hierro se han convertido en un grupo de
inhibidores de alta potencia. (Mészaros y
col., 2023; Moianos y col., 2023; Zuo y col.,
2024) Sin embargo, la principal limitacion
radica en su baja permeabilidad celular y su
alta hidrofilicidad, atribuida a la presencia de
grupos quelantes de metales compuestos por
atomos de oxigeno o nitrégeno. (Huffy col.,
2023; Zuo y col.,

2024) Se ha demostrado que los é&cidos

2022; Moianos y col.,

benzohidroxdmicos, como el Didox (Fig.
5g), afectan también la homeostasis del
hierro en células cancerosas. Otras variantes
de compuestos que se han encontrado son
Vorinostat (SAHA) (Fig. 6a), Belinostat
(Fig. 6b) y Panobinostat (Fig 6¢) (Mészaros
etal., 2023).

Existen otros quelantes de hierro como DFX
(desferrioxamina, mesilato de
deferoxamina) (Fig.7a), HBED (acido N,
N,O-bis(o-hidroxibencil) etilendiamina-
N,N,O-diacético) (Fig. 7b), BPYTA (2,2,0-
(Fig. 7c) vy
tiosemicarbazonas como las Triapina (3-

bipiridil-6-carbotioamida)

aminopiridina-2-carboxaldehido
tiosemicarbazona) (Fig. 7d) que tambien se

pueden utilizar como inhibidores de RRM2

ya que han mostrado actividad en una amplia

variedad de lineas celulares cancerosas.

o
a)
N “OH
@/o f)@\/\'(
N
HN J—( OH

Figura 6. a) SAHA, b) Belinostat y; c)

Panobinostat.

éi

La inhibicion que producen es consecuencia
del efecto quelante del cofactor metélico
impidiendo su incorporacién o eliminandolo
del centro activo de la enzima. (Moianos y
col., 2023; Wijerathna y col., 2011; Zuo y
col., 2024)

Moo “
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N )K/ \/\N/WOH c)
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[©) N
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Figura 7. a) DFX, b) HBED, c) BPYTAy d)

Triapina.

Ademas, existen agentes como el malonato
de galio (Fig. 8) o el nitrato de galio que
inhiben la incorporacion celular de hierro,
los cuales también pueden disminuir la
actividad de RRM2. (Cerqueiray col., 2005;
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Hashemy y col.,
2011)

2006; Wijerathna y col.,
G/
\iﬁ

Figura 8. Malonato de Galio.
2.3.3 Inhibidores de traduccion.

Esta clase de inhibidores se caracteriza por
la union de oligonucledtidos anti-sentido
(ASO) a la cadena de ARNm de RRML1 o
RRM2.

complementarias de regiones especificas de

Son generalmente secuencias
una determinada cadena de ARNm o incluso
de la secuencia codificante completa.
2005; Huff y col., 2022;
Torrents, 2014; Wijerathna y col., 2011)

Cuando los ASO se unen exitosamente al

(Cerqueira y col.,

ARNmM, bloquean su traduccion o inducen su
degradacion mediante la activacion de

ARNasa. Entre los compuestos mas
prometedores de esta clase se encuentran el
GTI-2040 con
secuencia 5-
3 GGCTAAATCGCTCCACCAAG, vy el
GTI-2501, con la  secuencia 5'-
3'CTCTAGCGTCTTAAAGCCGA, ambos

sometidos a ensayos clinicos donde han

oligonucledtido una

mostrado la inhibicion de una amplia gama

de tumores. Este tipo de inhibidores
presentan ventajas como el ser especificos
para el ARNm vy, por ende, presentan baja
toxicidad y pocos efectos secundarios. Sin
embargo, tienen una capacidad de transporte
limitada a través de las membranas celulares
y que, en algunos casos, son retenidos en
vesiculas dentro de la célula lo que inhabilita
2005; Huff y

2011)(Wei y

su accion. (Cerqueira y col.,
col., 2022; Wijerathna y col.,
col., 2006)(Lee y col., 2006)

2.3.4 Inhibicion dimerizacion

Este tipo de inhibidores de la actividad del
virus del herpes simple, compite con la
subunidad RRM?2

formacion de un RNR activo. (Cohen et al.,

lo que impide Ila
1987) Estos inhibidores son oligopéptidos
con secuencias similares al extremo C-
terminal flexible de RRM2, que es el
responsable de la interaccion con RRML.
(Cooperman, 2003) Como resultado, RRM1
no forma un complejo enziméaticamente
activo. (Cerqueira y col., 2005; Huff y col.,
2022; Torrents, 2014; Wijerathna y col.,
2011; Zhou y col., 2013) Hay varios
ejemplos de moléculas estudiadas con este
mecanismo (Fig. 9) como ejemplo el
oligbmero de 7 aminoéacidos (GAVVNDL),
(Filatov et al., 1992) BILD 1263 (Brandt y

col., 1996) y también el COH29. (Bothou y
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col., 2021). Aunque el tratamiento con ellos
puede no detener la propagacion del virus de
herpes simple, aun pueden ayudar en la

curacion.

NH,
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N N N N 0
0 H o OH
9 6
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BILD 1257, R= CO,
BILD 1263, R = CH,0OH
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i @
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N |
HO Ho S O

Figura 9. a) GAVVNDL, b) BILD 1263, ¢)
COH29.

3. Conclusiones

El conocimiento de dianas terapéuticas es

una etapa central para el disefio de

compuestos organicos como  posibles
farmacos. En este sentido, se ha descrito en
el presente documento caracteristicas
generales de las enzimas RNR, asimismo,
algunos inhibidores de dichas enzimas que
representa una estrategia prometedora en el
desarrollo de farmacos con potencial

actividad anticancerigena. Es esencial que

los esfuerzos cientificos se enfoquen en
reducir la hidrofilicidad de estos compuestos
y optimizar sus interacciones clave en el sitio
de unidn respectivo a su mecanismo, con el
objetivo de incrementar su potencia y
selectividad.
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