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Timidina fosforilasa, lo bueno, lo malo y la oportunidad
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Abstract

Thymidine phosphorylase (TP) is an enzyme that belongs to the transferases that act on glycosyl
groups, specifically on pentoses. TP participates in the metabolic pathway for the recovery or recycling
of pyrimidines, for this, it catalyzes the phosphorylation of thymidine in ribose-1-phosphate and
thymine, although the reaction is reversible, the main pathway is catabolic. Thymidine phosphorylase is
a platelet-derived endothelial growth factor that facilitates angiogenesis, is overexpressed in cancer,
favoring the metastasis process and has an inhibitory function on apoptosis. Due to the versatility of
TP, it is used in different areas, in biotechnology due to its activity for the modification of nucleosides
and their analogues, for obtaining products for clinical use and as a therapeutic target for the
development of enzyme inhibitors. In this work, we will describe the main structural and functional
characteristics of TP, the lethal consequences of both its hyperactivity or overexpression and its
absence or dysfunctionality, as well as the area of biotechnological opportunity provided by TP for
drug development.

Thymidine phosphorylase, Cancer, Angiogenesis, Enzyme inhibitors, Non-nucleoside analogs

Introduccion

La timidina fosforilasa (TP, por sus siglas en inglés), es una enzima que pertenece a las transferasas
que actlan sobre grupos glicosil, especificamente sobre pentosas (Pugmire & Ealick 2002). La TP
participa en la ruta metabdlica de recuperacion o reciclaje de pirimidinas, para ello, cataliza la
fosforilacion de timidina en ribosa-1-fosfato y timina, aunque la reaccion es reversible, la ruta principal
es catabolica (Friedkin & Roberts 1954). La timidina fosforilasa es un factor de crecimiento endotelial
derivado de plaquetas que facilita la angiogénesis (Usuki et al., 1992), se sobreexpresa en cancer
favoreciendo el proceso de metéstasis (Goto et al., 2012) y tiene una funcién inhibitoria sobre la
apoptosis (lkeda et al., 2008). Debido a la versatilidad de la TP, ésta se ocupa en diferentes areas, en
biotecnologia por su actividad para la modificacion de nucledsidos y sus analogos, para el desarrollo de
productos de uso clinico y como blanco terapéutico para desarrollo de inhibidores de la enzima. En el
presente trabajo se describen las principales caracteristicas estructurales y funcionales de la TP, las
consecuencias letales tanto de su hiperactividad o sobreexpresibn como de la ausencia o
disfuncionalidad de ésta, asi como el area de oportunidad biotecnoldgica brindada por la TP para el
desarrollo de farmacos.

Antecedentes histéricos de la Timidina Fosforilasa

La TP se reportd por primera vez por (Deutsch & Laser, 1929) como una nucleotidasa extraida de
tejido animal, con la capacidad de liberacion de ribosa a partir de timidina. Posteriormente Klein en
1935 en un trabajo similar, demostré la importancia de fosfato o arsenato para la activacion de dicha
catalisis. Por otro lado, Manson & Lampen en 1951, sugirieron que el extracto de E. coli también tenia
la actividad nucleosidasa y que ademas reconocia timina y uracilo como sustrato para la liberacion de
desoxirribosa 1 fosfato, aunque no identificaron el compuesto. Posteriormente, Friedkin & Dewayne en
1954, purificaron esta enzima de tejido animal y comprobaron que se liberaba desoxirribosa 1 fosfato,
compuesto que también sugirié Kalckar en 1945, pero utilizando nucledsidos con bases puricas. A la
par, estudios de la uridin fosforilasa reportados, dieron pauta para que se dilucidara la primera
estructura de la TP extraida de membranas de embridon (amnios y corion) (Kubilus, Lee, & Baden,
1978). Esta enzima también se aislo de plaquetas y de neurofibroma y dado el efecto que esta tenia la
nombraron factor de crecimiento endotelial derivado de plaquetas PD-ECGF (por sus siglas en ingles)
y gliostatina (Asai et al., 1992). Sin embargo, al paso del tiempo se reportd que su secuencia es idéntica
a la de la TP, esto abri6 nuevas lineas de investigacion y detectaron que la TP esta presente en diversas
células humanas como plaquetas, epitelios, células estromales, macrofagos, realizando funciones
diferentes (Fox et al., 1995). En la menstruacion se han encontrado niveles altos de la enzima en el
endometrio, probablemente debido a la necesidad de generar nuevos vasos sanguineos, ya que cuando
termina el ciclo menstrual los niveles de TP se regulan notablemente (Zhang et al., 1997; Fujimoto et
al., 1998; Sivridis et al., 2000).
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Propiedades moleculares y bioquimicas de la TP

El gen que codifica para la TP es deoA en E. coli y otros organismos del género enterobacter (Walter
et al., 1990). En humanos se encuentra codificado en el cromosoma 22g13.33 (Ishikawa et al., 1989).
Estos genes codifican para proteinas con estructura de homodimero (Walter et al., 1990) de 440
aminoacidos (aa) (47.21 KDa) y 482 aa (49.96 KDa) respectivamente, su nimero de acceso al
GenBank en el mismo orden es AYG20849.1 y ADP91533.1. Cada subunidad tiene un dominio mixto
B plegado y o hélice (a/B) el cual es largo en comparacién al dominio pequefio a hélice que también
posee esta proteina (Norman et al., 2004). Entre estos dos dominios se encuentra el sito de union al
sustrato de la enzima, de acuerdo con Panova et al., (2007) estd conformado por los aminoacidos
His85, Ser86, Gly88, Serl13, Thr123, Argl71y Lys190. Ademas, el sitio activo se encuentra en una
forma abierta cuando no esta unido al sustrato, al unirse, se genera la conformacion cerrada (Norman et
al., 2004; El Omari et al., 2006). En la figura 1 se muestra la estructura de la TP, las flechas negras
representan el sitio de union al sustrato, cada subunidad tiene su propio sitio activo, el cual tiene una
forma cerrada necesaria para que la enzima tenga actividad catalitica (Bronckaers et al., 2009).

Figura 1 Estructura tridimensional de la TPasa

Cada color representa un monémero de la enzima, las flechas indican el sitio activo de ésta. Modelada
con el programa Chimera 1.14 del formato publico 6LU7

Con las cinéticas realizadas por Krenitsky y Tuttle en 1982 en TP de raton y E. coli, asi como
las de Schwartz en 1971, con material de E. coli, se dilucid6 el mecanismo de reaccion. En este, el
primer sustrato en unirse a la enzima (E) es el fosfato (Pi), posteriormente ingresa la timidina (Td)
formando el complejo E*Pi*Td, con lo cual se cierra el sitio activo, dando lugar a los productos, que se
liberan en un orden inverso al de entrada, primero la timina (T) seguido de la 2’desoxirribosa 1 fosfato
(D1F). Por ello la nomenclatura que recibe el mecanismo es secuencial bi-bi ordenado.

Para la catalisis de la TP humana, los aminoécidos importantes son; His 116, Ser 217, lle 214,
Lys 115, Leu 148, Tyr 199 y Arg 202 (Miyadera et al., 1995; Mitsiki et al., 2009). Panova et al., 2007
remarcaron el papel que juega el grupo hidroxilo en la posicion 3° ya que sin él no ocurre la
transferencia de la base porque dicho grupo se une a la Thr 123 lo que ocasiona que la densidad
electronica se desplace a este sitio, dejando con una carga parcial positiva al C1’, por lo tanto, es mas
susceptible a un ataque nucleofilico por parte del fosfato que esta unido con la histidina 85 tal como se
aprecia en la figura 2. También se observa que existe un estado de transicion, en el cual estan unidos la
desoxirribosa, la timidina y el fosfato en la posicion C1’ (Edwards, 2006). Este estado es de suma
importancia ya que basados en él y en los aminoacidos mencionados es como se han generado diversos
inhibidores de transicion, porque estos tienen una mayor afinidad al sitio activo (Mendieta et al., 2004).
Por su parte Bronkaers et al., 2009, propusieron que el Asp 203 juega un papel crucial ya que permite
la estabilizacion del loop, lo cual es indispensable en la catalisis.
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Figura 2 Mecanismo de accion y estado de transicion de la TPasa
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Cabe mencionar que estos aminoécidos estan conservados en la mayoria de las enzimas
obtenidas de diferentes organismos. En general toda la secuencia es 99% idéntica en diversos
microorganismos, los cuales incluyen Cronobacter, Edwardsiella, Yersenia, Serratia, Klebsiella,
Hafnia, Ranhella, Proteus, Citrobacter, y E. coli solo por mencionar algunos. Cuando se analizaron las
secuencias de peces, invertebrados o ranas se noté que comparten similitudes como los aminoacidos
del sitio catalitico o unién a sustratos, asi como la carencia de una seccion rica en prolinas en el
extremo N terminal, el cual si poseen los mamiferos y esté relacionado con la homeostasis.

Para su actividad, la TP tiene una tolerancia de pH desde 5.3 hasta 10 dependiendo el
microorganismo del que es extraido y las condiciones de reaccion. Por ejemplo Finnis et al. (1993)
reportaron un pH de 5.3 en TP humana (hTP), Zimmerman & Seidenrberg (1964) encontraron un pH
Optimo de 6 para la TP extraida de Cavia porcellus, Hommo sapiens, Rattus norvegicus y Mesocricetus
auratus, Schwartz (1971) obtuvieron mayor actividad para la enzima extraida de E. coli (ecTP) a pH
7.1, y de Bruin et al. (2004) reportan el pH de 10 con la TP humana pero utilizaron esas condiciones
para prevenir la degradacion de la desoxirribosa 1 fosfato ante la exposicion a altas temperaturas.

La temperatura en la que la TP presentd mayor actividad es de 37°C para aquellas enzimas
extraidas de E. coli, Hommo sapiens y Salmonella typhimurium (Bakker, et al., 2010; Desgranges et al.,
1981; Hoffee & Blank, 1978; Mitsiki et al., 2009). No obstante, soporta temperaturas desde los 53-55
°C perdiendo hasta el 99% actividad a los 10 min para la ecTP (Panova et al., 2008; Schwartz, 1971)
mientras que la hTP pierde toda su actividad a los 65 °C (Desgranges et al., 1981). No obstante, la
mayoria de las cinéticas realizadas en todo el mundo incluyendo proveedores de la enzima se realizan a
25 °C, tal y como lo propuso en un inicio Krenitsky y Tuttle (1982).

El papel de la TP en la ruta de recuperacion de bases pirimidinicas

En esta ruta las bases pirimidinicas se reutilizan intercambiandolas con nucledsidos lo cual evita la
sintesis de novo asegurando una fuente segura de monomeros para los procesos involucrados con el
ADN, su reparacion o replicacion. La TP cataliza la conversion reversible de 2’-desoxi timidina en
timidina libre y 2’ desoxirribosa 1 fosfato (figura 3). Esta reaccion puede terminar en la formacion de la
D1F si solo hay timina en el medio, pero si ademas se agrega alguna otra base, como citosina, la
enzima tiene la capacidad de formar citidina o algun otro analogo de nucleosido (Liekens et al., 2007).
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La TP como Factor de crecimiento y su implicacion en cancer

En 1987, Miyazono et al., aislaron un factor a partir de plaquetas y lo nombraron PD-ECGF (por sus
siglas en inglés) reportaron un fuerte efecto sobre el crecimiento endotelial. Afios después se descubrid
que su secuencia es idéntica a la TP. Como factor, esta proteina promueve el crecimiento de vasos
sanguineos de vascularizacion preexistente (Usuki et al., 1992), lo cual favorece a los tumores siendo
esencial para su crecimiento y desarrollo (Goto et al., 2012). EI mecanismo no esta bien demostrado,
pero se piensa que se debe a los subproductos ya que la timidina es catalizada en timina y D1F, la cual
es desfosforilada a 2’desoxi-D-ribosa (2DDR) para ser liberada de la célula (Bijnsdorp et al., 2010).
La 2DDR estimula la fosforilacion de cinasas de adhesion en Tyr 397, la cual participa en la migracién
y muerte celular, ademas, la 2DDR activa las integrinas, lo que ocasiona una adhesion focal. Después,
la molécula regula la proliferacion celular y angiogénesis mediante la activacion de p70/s6k (cinasa) de
la ruta mTOR (Ricciuti et al., 2019). Por altimo, como la 2DDR es un azUcar, ésta provee de energia
necesaria para la migracion de endotelios, asi como en la formacion de pseudopodos (Bijnsdorp et al.,
2010), por ello este monosacéarido es considerado un blanco en el desarrollo de nuevos farmacos
antitumorales. Algunos factores de angiogénesis estan relacionados con el mismo efecto por parte de la
TP, ya que si se suprime alguno de ellos se reduce la formacién de vasos sanguineos (Bijnsdorp et al.,
2010). El factor de hipoxia inducible (HIF 2-o)) también se sobreexpresa en células cancerosas teniendo
una correlacion estadisticamente significativa con la expresion de la TP (Moreno et al., 2018). De
hecho, esta es una de las razones por las que la TP se sobreexpresa en células cancerosas, por ejemplo,
las de cancer de mama (Ruckhéberle et al., 2010), de vejiga (Shimabukuro et al., 2005), cérvico uterino
(Hasegawa et al., 2012), colorrectal (Sadahiro et al., 2012) o de es6fago (Wang et al., 2012), ya que los
tumores requieren muchos nutrientes, los cuales adquieren gracias a sus proliferados vasos sanguineos.
Esto indica que los nuevos vasos sanguineos formados permiten una oxigenacion mejor en el
microambiente tumoral, lo que conlleva a una disminucion de HIF 1-o junto con la regulacion de HIF
2-a, que, a su vez, induce la activacion de la TP y la ciclooxigenasa (COX-2) para mantener la
angiogenesis (De Bruin et al., 2006).

Figura 3 Catalisis realizadas por la enzima Timidina fosforilasa
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Ademas de lo anterior, la TP inhibe la apoptosis por 4 vias, una es la regulacion de Bcl-2 y Bcl-
xl, otra es impidiendo la liberacién de citocromo ¢ de las mitocondrias, también evita la fosforilacion
de p38 proteina cinasa activada por mitogeno (MAPK) y finalmente mediante la inactivacion de las
caspasas 9 y 3 (lkeda et al., 2008; 2002). El proceso es el siguiente; bajo condiciones de hipoxia,
2DDR evita que se fosforile MAPK, por consiguiente, no activa a BAX impidiendo que se libere el
citocromo c y la activacion de caspasas. La TP también puede interferir con la liberacién de citocromo
c y la caspasa 3 independientemente de su actividad catalitica. Es capaz de aumentar la liberacion de
interleucina (IL)-10, la cual inhibe la respuesta antiinflamatoria de células dendriticas, asi como de
macrofagos (Li et al., 2008, lkeda et al., 2008). La TP induce la expresion de metaloproteinasas via
activacion de la ruta de AKT, que a su vez regula el activador de proteinas 1 (AP1), el cual participa en
la transcripcion de las metaloproteinasas, esto promueve la movilidad y metastasis de las células
cancerosas (Ko et al., 2014). Por lo anterior la TP es un factor clave en el desarrollo de factores
caracteristicos del cancer, de hecho, su sobreexpresion en algunos tipos de cancer esta relacionada con
un mal prondstico y al mismo tiempo, la TP también es clave para la determinacion de la respuesta a
algunos agentes terapéuticos.

Implicacién de la TP en otros trastornos

Li et al. en 2014 demostraron que la TP tiene una funcion importante en la activacion plaquetaria y
promueve la trombosis, reportaron que la administracion in vivo de KIN59 inhibi6 significativamente la
trombosis de la arteria carotida inducida por FeCls sin afectar la hemostasia. Por lo que se propone a la
TP como blanco atractivo para enfermedades cardiovasculares (Li, 2018). La TP también se ha
reportado en la placa aterosclerética, sin embargo, podria tener una funcién dual, se considera que
contribuye al crecimiento y ruptura de la placa (Ignatescu et al., 1999;) sin embargo, también se reportd
que la alta expresion de TYMP en la placa aterosclerotica en realidad puede atenuar la respuesta de la
pared del vaso VSMC a la estimulacion fisiopatologica (Handa et al., 2008).

Por otro lado, la pérdida de la funcion de la TP, causante de la encefalomiopatia mitocondrial
neurogastrointestinal (enfermedad autosdmica recesiva), induce a la acumulacion de nucleésidos en
plasma y tejidos, asi como disfuncion mitocondrial, neuropatia periférica que conduce a la muerte
(Filosto et al., 2018), por lo que su diagndstico temprano, asi como la administracion de TP podria
conferir buenos resultados terapéuticos.

El papel biotecnologico de la TP en la sintesis de analogos de nucleésidos

Dada la funcion ya descrita de la TP, esta enzima se ha utilizado en la sintesis de moléculas similares
en estructura a los nucledsidos naturales, es decir, analogos. Estos compuestos se caracterizan porque
tienen alguna porcion modificada o eliminada en la base o en el azlcar, lo cual impide que sean usados
adecuadamente en la sintesis de ADN. Por ello mismo es que son empleados mayoritariamente en
enfermedades en las que se requiere detener la replicacion de material genético (Nakayama et al., 1980;
Desgranges et al., 1983; Lapponi et al., 2016). A pesar de la enantio y regioselectividad de la TP,
reconoce sustratos diferentes, principalmente a bases modificadas, aunque también a nucleétidos con
modificaciones en el azlcar. Asi, partiendo de un nucledsido, se pueden obtener diversos analogos
como se ejemplifica en la tabla 1. No obstante el hidroxilo de la posicién 3’ no debe de eliminarse o la
enzima pierde toda su actividad (Panova et al., 2007). Algunas de esas modificaciones se observan en
la tabla 1, donde se encuentra el nucledsido donador y la base receptora del azucar. De la misma se
destacan algunas modificaciones como en el caso de la 2,3, desoxitimidina, que a pesar de que carece
de 2 grupos hidroxilo aun se observa actividad. Todo lo contrario, a los reportado por Panova et al., en
2007, quienes al eliminar el OH 3’ o cambiarlo de posicion espacial, observaron que se perdia toda la
actividad e incluso inhibian a la enzima. Por otro lado, la 3’-amino-3’-desoxitimidina no es un sustrato
para la enzima a un pH de 6.5 pero si lo es cuando el pH alcanza un valor cercano a 8. Lo que se debe a
que a pH 8 el grupo amino esta desprotonado y no interfiere con la formacion del puente de hidrogeno
con el aa Thr 123, pero a pH 6.5 ambos estan protonados lo que ocasiona una repulsion. En el caso del
2’,3” didehidro 2°,3’, didesoxitimidina se observé actividad, aunque fue 100 veces menor a lo normal.
Por otro lado, esta enzima se utilizé para la sintesis de ribavirina, excelente farmaco antiviral (Ding et
al., 2010). En base a todo lo mencionado anteriormente, nuestro grupo de investigacion esta
sintetizando farmacos y biofarmacos que interactlen con esta enzima.
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Referencia

Uridina Uracilo + D1F 100 | (Schinazi et al.,
floururidina 5-floururacilo + D1F 99 | 1992)
2’,3" didesoxiuridina | ---- Uracilo +2°,3" di-D1F 55.3
2,3 desoxitimidina Timidina +D1F 31.9
5’ flour-D1F Uracilo 5’-flour-5°-  desoxiuridina Nd
5’ flour 5’ DIF 5-floururacilo 5’-flour-5’- desoxifloururidina Nd | (Panova et al,
5" bromo 5’ DIF 5-bromouracilo 5’-flour-5’ desoxi Nd | 2007)
bromouridina
Timidina Adenina Desoxiadenosina* 87.4 | (Dingetal., 2010)
Timidina Diaminopurina Desoxidiaminopurina* 84.1
Timidina Hipoxantina Desoxiinosina* 52.7
Timidina Triazolcarboxi amina | Desoxi- rivavirina* 79.5
2’ desoxiuridina — D1F + Nd | (Serraetal., 2013)
Uracilo
5’ desoxiuridina 5’-desoxirribosa 1  fosfato Nd
(5’DIF) +
Uracilo
Uridina Ribosa 1 fosfato (R1F) + Nd
Uracilo
5’ tiotimidina Timina + 39 | (Hatano et al., 2008)
5’-tio-D1F
3’ tiotimidina --- Timina + 0.76
3’-tio-D1F
6-azatimidina 6-Azatimina + D1F 5.4
5" cloro 5’ desoxi | --- Timina + 24
timidina 5’-cloro 5’-D1F

*La reaccion se realiz6 en un sistema sobreexpresando TPasa y purin nucleésido fosforilasa

Conclusiones

La versatilidad en las funciones de la TP la convierten en una enzima clave para el metabolismo celular
y tanto su hiperactividad, sobreexpresion o disfuncionalidad conllevan al desarrollo de diversas
patologias en las que se involucra a los acidos nucleicos y, por ende, son el blanco perfecto para
diferentes tratamientos, especialmente en terapias anticancerigenas. Por otro lado, la actividad de la TP
en la modificacion de nucle6tidos y su baja especificidad las hace atractivas para su uso en la sintesis
de nuevos analogos de nucledsidos, como farmacos potencialmente aplicables en diferentes patologias.
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