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RESUMEN

El medio marino ha demostrado tener un gran paem@ara ser una de las
principales fuentes en el descubrimiento de nuef@macos contra el cancer.
Trabectedina es un alcaloide tetrahidroisoquinodiraislado del tunicad&cteinascia
turbinata, una ascidia colonial caribefia. Yondelis® (trabditta) de Pharmamar fue el
primer farmaco anticancerigeno marino en incorperaal mercado aprobado por la
Union Europea para el tratamiento de sarcoma d#oseplandos y cancer de ovario
recurrente. A pesar de su temprano descubrimisat@econocimiento tardd casi dos
décadas debido al problema del suministro, porue fyeron necesarias estrategias
como la acuicultura farmacéutica o la sintesis guérdel compuesto activo. En 1996 se
completd una sintesis total de la molécula cuyaatesfia era la desconexiéon
biomimética de cuatro subunidades de aminoacidos lpecantidad obtenida no fue
suficiente para llevar a cabo el desarrollo clini€n un principio, la acuicultura sirvié
para solucionar el problema del suministro en shdello clinico pero seguia siendo
inviable para la produccién industrial. Afortunadante, unos afios mas tarde, se hizo
posible la obtencién de trabectedina a escala gnaitios a través de un proceso de
semisintensis que posibilito la fabricacion indastEsta semisintesis fue desarrolla por
la empresa Pharmamar y se consiguié a partir deogadracina B, un antibidtico
obtenido mediante fermentacion lseudomonas fluorescepgjue conseguia sintetizar
la trabectedina tras 21 etapas con un rendimidotabde algo mas del 1%. En cuanto
a su mecanismo de accion, trabectedina es un agetitemoral que se une al surco
menor del ADN afectando a la actividad del sistadeareparacion por escision de
nucledtidos (NER). Su efectividad depende de lamdxgnaciéon homologa (HR) aunque
también puede modificar el microambiente tumorak ensayos preclinicos y clinicos
revelaron que es efectivo contra una gran variedladcélulas tumorales pero los
sarcomas de tejidos blandos (STS) eran mas sensbla trabectedina que otros
tumores solidos. Estos ensayos también mostrasuitagdos positivos contra el cancer
de ovario recurrente combinado con doxorubicinaosigmal pegilada (DLP).
Actualmente Yondelis® esta aprobado en casi 8@padara el tratamiento de STS y en

70 para el tratamiento de cancer de ovario rectaren
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SUMMARY

The marine enviroment has shown great potentibétone of the main sources on
the discovery of new drugs against cancer. Tradectes a tetrahydroisoquinolinic
alkaloid isolated fronEcteinascia turbinataa Caribbean colonial ascidian. Yondelis®
(trabectedin) of Pharmamar was the first marine-@ntcer drug to enter in the market
approved by the European Union for treatment of #efue sarcoma and recurrent
ovarian cancer. Despite its early discovery, ibggution took nearly two decades due
to supply problem, so strategies were needed asnglsautical aquaculture or chemical
synthesis of the active compound. In 1997, a tetaithesis of trabectedin was
completed whose strategy was biomimetic disconoedaf four subunits of amino acid
but the amount obtained was not enough to perfdimical development. Initially,
aguaculture was used to solve the supply probleniinical development but was not
viable for industrial production. Fortunately, anfeears later, obtaining multigram
scale of trabectedin was made possible throughm-sgthesis process that enabled
industrial production. This semi-synthesis was ttgyed by Pharmamar starting from
cyanosafracine B, an antibiotic obtained by ferragon of Psudomonas fluorencens
This process synthesized trabectedin in 21 stetys am overall yield of just over 1%.
As to their mechanism of action, trabectedin isaatitumor agent that binds to the
minor groove of DNA affecting the activity of nuolide excision repair system (NER).
Its effectiveness depends on homologous recombmglR) but can also modify the
tumor microenviroment. Preclinical and clinicabts revealed that is effective against a
variety of tumor cells but soft tissue sarcomas3BWere more sensitive to trabectedin
than other solid tumors. These trials also showesitipe results against recurrent
ovarian cancer in combination with pegylated lipnabdoxorubicin (PLD). Yondelis®
is currently approved in almost 80 countries foe tineatment of STS and in 70

countries for the treatment of recurrent ovariamcea.
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1. Introduccién

1.1. La importancia de los farmacos de origen nata

La naturaleza se podria definir como una fabricéad®acos que desde épocas
tempranas la humanidad ha utilizado como fuentesultancias terapéuticas. Los
productos naturales, sobre todo aquellos procesled&e plantas terrestres y de
microbios, han sido y siguen siendo hoy en dia fuente importante para la
investigacion y creacion de estos farmacos. Catstackr la morfina (Figura 1),
procedente de las amapolas o penicilinas (Figurprdgedentes de distintos hongos
(Molinski et al, 2009).
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Figura 1

El avance cientifico a escala molecular y celukaido variando las estrategias
para la obtencion de nuevos farmacos hacia unaubdagmas competitiva. Entre estas
estrategias cabe destacar la sintesis quimicatéenéca muy exitosa en esta ultima
década debido al uso de la quimica combinatoria,pgumite la generacion de un gran
namero de compuestos en pocos pasos de reaccidmadéo and Luesch, 2011).

Sin embargo, no se han llegado a obtener muchaslades en los ultimos afios
en cuanto a nuevos mecanismos de accion, ya guértaca combinatoria, por si sola,
no ha sido capaz de suplir la extraordinaria viicdad estructural que ofrecen los
compuestos naturales (Liu, 2012). Este hecho quedigado en una revisidon publicada
por David J. Newman y Gordon M. Cragg del Institatel Cancer estadounidense
(NCI), donde se realizé un estudio de los farmagebados para su comercializacion
en Estados Unidos durante los ultimos 25 afios.résgltados de este analisis indican
que un 42% de los productos introducidos en el agerdarmacéutico son de origen
natural frente un 40% de productos puramente giogty, en cuestibn de nuevos

farmacos antitumorales, durante el periodo 194@2686 obtuvo un resultado de un



57% de moléculas de origen natural frente a un28 8e origen sintético (Miguélez,
2010).

Otro dato a favor del desarrollo de los productasirales como farmacos es el
cambio en la busqueda de las nuevas necesidadpgutcas del siglo XXI. En un
principio los productos naturales fueron la inspga en la busqueda de nuevos
antibiéticos, mientras que hoy en dia son la bame puchar contra el cancer,
enfermedades neurodegenerativas, diabetes, obesatdermedades coronarias y
antivirales (de la Calle, 2007).

1.2. El mar como fuente de farmacos

El enorme e inexplorado mundo marino, con su gragiversidad, se encuentra
repleto de organismo sujetos a sustratos rocos@sprincipal mecanismo de defensa,
ataque y sefializacion es la secrecion de sustamgiascas, por lo cual, el medio
marino podria ser el principal recurso para eneomtnevos productos naturales con

diversos mecanismos de accion (Simmetnal, 2005).

Casi todos los productos terapéuticos actualesats de productos naturales son de
origen terrestre. Sin embargo, la exploracion devas fuentes, tales como el medio
marino, permitira acceder a nuevas entidades qagmgue manifiesten inusuales
actividades biologicas. Un estudio comparativoizadb por Kong y sus colaboradores
demostré que los productos naturales marinos sperisues a los productos naturales
terrestres en términos de novedad quimica. El sisdkompara las variedades
estructurales de las moléculas que aparecen eniceiobario de los Productos
Naturales (DPN) con los que aparecen en el Dicdorde los Productos Naturales
Marinos (DPNM). En él se muestra que aproximadaeneht’1% de los compuestos
moleculares en el DPNM son exclusivamente utilizag@r organismos marinos.
Ademas, los organismos marinos muestran una ad&ctovidad en comparacion con
los organismos terrestres (Komeg al, 2010). Por ejemplo, los estudios preclinicos
sobre citotoxicidad llevados a cabo en el InstitNaxional de Cancer estadounidense
indicaron que aproximadamente un 1% de las muestefmas testadas mostraron

potencial antitumoral frente al 0,1% de las musdiaestres (Munret al, 1999).



El interés por los productos naturales marinosnfids tardio que en el caso de
los terrestres, debido en parte a la necesidadiedos descubrimientos y avances en la
tecnologia, como es el buceo cientifico, necegsria poder adentrarse en este mundo
marino y recolectar organismos (De la Calle, 20@tyos avances en la tecnologia,
tales como nuevas estrategias de muestreo, lardet&ion de estructuras mediante la
técnica de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) @aidades minimas de muestra,
la sintesis quimica total, la fermentacion y I|a&téinologia son cruciales para
garantizar el éxito de los productos marinos n&araomo farmacos (Montaser and
Luesch, 2011). Aun asi, a finales de la décadasi&0 del pasado siglo, el concepto de

medicamento procedente del mar atrajo el interd@bfdeentes investigadores.

A partir de 1951, Werner Bergman publicé tres altis acerca de unos arabino
y ribo-pentosil nucledsidos (Bergmann and Stempi&b7) obtenido a partir de
esponjas marinas recolectadas en Florida (USA).s tompuestos condujeron al
desarrollo de los derivados ara-A (vidarabina) &-@r (citarabina) (Figura 2), dos
nucledsidos con propiedades anticancerigenas isaivAs que han estado en uso

clinico durante décadas.
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Figura 2

El rol de los productos naturales en los descubkrnitos de medicamentos ha
sufrido muchos cambios en los ultimos afos, condisrainucion de la participacion de
las grandes compafiias farmacéuticas a mediadas @) La investigacion cientifica
de productos naturales de origen marino dirigidesfgerzos al desarrollo de farmacos
a partir de la década de 1970. El primer farmacmumigen marino fue ziconotida
(MVIIA ®-conotoxina), un péptido extraido de un caracolno tropical y fue
aprobado en EEUU en 2004 bajo el nombre comerei8ralt® para el tratamiento del
dolor crénico en la lesiébn de médula espinal. tdelos estos casos, la historia comienza
con el descubrimiento de una nueva molécula pratedi un organismo marino y su

progreso a través de ensayos preclinicos y clinpascipalmente usando la estructura
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sin modificar o usando un compuesto sintético sigdo el modelo del producto natural
(Moliniski et al, 2009).

1.3. Desarrollo de los farmacos de origen marino

El cribado de productos naturales sigue siendodenlas vias mas Uutiles para el
descubrimiento de su bioactividad. En las ultimésadas, los estudios sobre los
productos naturales marinos se han centrado paimegnte en microorganismos,
esponjas, corales y otros invertebrados marinosei®bargo, a pesar de la existencia de
un gran numero de nuevas entidades quimicas asslatuchas de ellas con actividad
bioldgica pronunciada, la mayor parte de ellasupes los ensayos preclinicos y sélo
unas pocas han sido comercializadas como proddé@toscéuticos (Gerwiclet al.,
2012). Por otro lado, la linea farmacéutica maanescala mundial sigue siendo muy
activa e incluye, por el momento, ocho farmacastzgdos por la Administracion de
Alimentos y Medicamentos (FDA) o la Agencia Europlehd Medicamento (EMEA) y
varios compuestos en diferentes fases de la liag@aatiuccion clinica: fase lll, fase Il 'y
fase | (Martinset al, 2014).

Hasta la fecha, los ocho medicamentos marinos goesidlo aprobados por la
FDA o la EMEA son cefalosporina C (Figura 3), @tana (Ara-C), vidarabina (Ara-
A), ziconitida (Prialt), ésteres etilicos acido @a€e8 (Lovaza), trabectedina (ET-743,
Yondelis) (Figura 3), mesilato de eribulina (Halay€~igura 3), brentuximab vendotin
(SGN-35) y un farmaco de venta libre perteneciahtérmino Over-The-Counter drugs
(OTC, no es necesario prescripcion médica), ioteaganano (Carragelose) (Figura 3).
En 2012 existian 11 farmacos marinos en las difesefases de la linea de produccién
clinica, de los cuales, solamente uno de ellosneentraba en fase Il (Plitidepsin).
Once de ellos permanecian en fase Il y cuatro snlfa(Mayer, 2012). De los nueve
compuestos que se encuentran actualmente en ehdoersolo tres de ellos (Prialt®,
Yondelis® y Carragelose®) se convirtieron en medeatos sin presentar ninguna
modificacion de la molécula natural original, mmst que el resto sufri6 alguna

optimizacion en diferentes etapas de su desarrollo.

En 2004 los Unicos medicamentos que estaban amelpad la FDA o EMEA
fueron citarabina, vidarabina, ziconotida y éstelesgtilo de acido omega-3. Tan solo
nueve afios mas tarde, los medicamentos aprobad@gama de farmacos marinos se

duplicaron. Esto es una mejora sorprendente yadywante los primeros 30 afios de
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investigacion, citarabina y vidarabina eran losasifarmacos marinos en el mercado
(Martinset al, 2014).
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Figura 3
1.4. Farmacos anticancerigenos procedentes del mar

El cancer es una enfermedad compleja que hoy esstieen aumento debido al
cambio de estilo de vida y la nutricion. Un informpablicado por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) estimé que 12,7 millodepersonas fueron diagnosticadas
con céncer a nivel mundial y alrededor de 7,6 mékde personas murieron a causa de
esta enfermedad en 2008. Como se estim0 en estenanfse esperan mas de 21
millones de nuevos casos de cancer y 13 millonesaertes para el afio 2030. Sin
embargo, casi la totalidad de los medicamentos uiigterapia que se encuentran
actualmente en el mercado causan graves efectasdsgms. Los productos naturales y
sus derivados representan mas del 50% de todé&rtoacos en uso clinico del mundo.
Tras intensos esfuerzos llevados a cabo durantedmasna década con el fin de
explorar la rica biodiversidad que nos ofrece etlimenarino, han surgido interesantes

descubrimientos de nuevos agentes anticancerigin@®s y preclinicos.

Cada vez mas pruebas sugieren que el descubrindenfarmacos contra el

cancer proviene del medio marino. Las adaptacignénicas generalmente adoptan la



forma de los llamados "metabolitos secundarios'erds, es relativamente comun la
presencia de atomos de hal6geno unidos covalenteraenetabolitos secundarios que
actian como sellos del cancer produciendo autosofia en las sefiales de
crecimiento, insensibilidad ante las sefales aetiimiento, la desaparicion de la

apoptosis, etc. (Kim and Kalimuthu, 2015).

Actualmente existen cuatro farmacos marinos antE@dgenos, estos son
citarabina (Ara-C) comercializado bajo el nhombreQlgosar-U®, trabectedina (ET-
743) con el nombre comercial de Yondelis®, mesildéo eribulina comerzializado
como Halaven® y Brentuximab vedotin (SGN-35) llamadicetris® (Mayer, 2010).

Este estudio se centrara en el farmaco Yondelisdttedina) de Pharmamar
(http://www.pharmamar.com/Products.aspx), el cua¢ fel primer anticancerigeno

marino en salir al mercado aprobado por la UniGrogea.
1.5. Trabectedina (Yondelis®)

Trabectedina (ecteinascidina-743/ET-743) es un latka tetrahidroiso-
quinolinico aislado del tunicado marino caribdfieinascidia turbinataEs el primer
anticancerigeno marino que gano la aprobacion tmidn Europea para el tratamiento
de sarcoma de tejidos blandos (STB) y cancer deocorecurrente (Mayeet al, 2010).
Fue aprobado por la FDA en Octubre de 2015 (FDA520

La estructura quimica de su compuesto activo masdante, ET-743, y su
analogo ET-729 est4 formada por tres anillos fmlos de tetrahidroisoquinolina
través de un puente tioéter que completa una lactbe 10 componentes, una
caracteristica estructural distintiva de ecteirtisas (Montaser and Luesch, 2011) y en
la actualidad producido por semisintesis (Cuetaa.,2000) a partir de un precursor:
cianosafracina B, producido a partir de fermentacile pseudomonas marinos
(Gordaliza, 2015). El compuesto activo T-743 fuée@@onado para su desarrollo
debido a que es mas abundante que su analogo EdrR2@urbinata Adn asi, ET-743
poseia un rendimiento del 0,0001% y era necesaadanelada de tunicados para aislar
un gramo de trabectedina teniendo en cuenta gonecasitaban al menos cinco gramos

para la realizacion de los ensayos clinicos (Mayet, 2010).



Este compuesto supone un hito importante en elrdélsade farmacos de
origen marino. Casi 40 afios después de su desdabtimy 17 después de la
publicacion de su estructura se convirtié en ehprifarmaco anticancerigeno de origen
marino en incorporarse al mercado. En 1969 ya d®icouque los extractos del
tunicado caribeficE. turbinata poseian actividad antitumoral y en 1990, Rinehart
(Rinehartet al, 1990) y Wright (Wrightet al, 1990) publicaron la estructura de los
alcaloides llamados ecteinascidinas. Sin embargoesonocimiento tardé casi dos
décadas en obtenerse debido a la falta de métadables para poder aislar una

cantidad de producto considerable (Moliniskal., 2009.

Durante los primeros afios de exploracion en faegas, Pharmamar llevo a
cabo cultivos marinos en piscifactorias costeras fe@ extraccion y obtencion del
producto (Carballoet al, 2000) pero este método soOlo proporcionaba sufiei
cantidad de trabectedina para llevar a cabo elyerdaico y era poco practico para su
comercializacion. Corey y su grupo consiguieron simesis total de la molécula en
1996 (Coreyet al, 1996), pero una vez mas los procedimientos exgetales
representaban un enorme impedimento para la fabyitandustrial. EI problema fue
finalmente resuelto con el desarrollo de una remisintética (Cuevast al, 2000)
viable para la produccion de este compuesto (Mayet, 2010). Pharmamar logré la
licencia del recurso natural ET-743 bajo el nomboenercial de Yondelis® y fue
aprobado para el tratamiento de sarcomas de tdjidoslos por la Comisién Europea
en julio de 2007 (Simmoret al, 2005).

2. Aislamiento de trabectedina

Con el fin de comercializar un producto natural in@rcomo farmaco,
inicialmente es necesario llevar a cabo un procedim de aislamiento y
caracterizacion de la sustancia bioactiva. Denteo edte procedimiento existen
diferentes etapas: seleccion de la fuente, redodlecy cultivo, extraccion o
fraccionamiento, separacién y aislamiento, detemmén estructural, blusqueda de

aplicaciones y, por ultimo, produccion industrizhlforda y San Sebastian, 2015).



2.1. Organismo fuenteEcteinascidia turbinata

El nombre de la especie productora de trabectexdiBateinascia turbinata
Hedman, 1880 (Sanamya and Monniot, 2007) y su nemdmun es tunicado de
manglar.

Filo Subfilo Clase Orden Familia Género

Chordata | Tunicata | Ascidiacea Phlebobranchia Perophoridae Ecteinascidia

Es una ascidia colonial formada por zooides indiaids conectados a través de
una serie de estolones situados en la base déolsiacdEstos estolones se encargan de
proporcionar sangre a los zooides y sirven de pmelatre la colonia y el sustrato. La
coloracion, el tamafo y las preferencias de hald&aE. turbinata la diferencian
facilmente de otras especies (Sweat, 2009).

Figura 4: Primer plano mostrando las tunicas individualgstaehicadcE. turbinata

Los zooides individuales suelen comprender en@g/ 2,5 centimetros de altura
y las colonias pueden alcanzar un diametro de @incetros y un peso de hasta 350
gramos (Carballo, 2000). Cada zooide se encueontieado por una tlnica que posee
una abertura en forma de sifén de color naranjgigmentacion naranja de este sifon
se debe a la presencia de carotenoides que senglacuacumulados en organulos en la
parte anterior de cada tunica (Lyedtaal, 1975). Existen otros tipos de pigmentos

dispersos en otras areas de la tunica que apanta@&specto transparente a la colonia,



aun asi, en algunas poblaciones HKleturbinatg los zooides dentro de cada tunica
pueden tener un tono amarillo, naranja o rosa (M880).

Figura 5: Tanica individual déE. turbinataen primer plano.

Respecto a su habitat y distribucién,turbinatase extiende a lo largo de aguas
calidas y poco profundas del Golfo de Méjico, lsstaoeste de Florida, las islas
Bermudas y el Caribe aunque también se han obsepalaciones estacionales en la
Bahia de Chesapeake, los arrecifes frente a las Garolinas (Sweat, 2009) y en el
Mediterraneo, aunque en este Ultimo Unicamente ase Idcalizado poblaciones en
habitats cerrados o semicerrados. Esta poblacid btediterraneo fluctia a lo largo
del tiempo (anualmente), y su distribucion es utagcon agregaciones mas densas en
los fondos, pudiendo llegar a 175 zooides por maiearado (Carballo, 2000).

Las ascidias pertenecen a un grupo muy diversausigessivoros benténicos.
Algunas ascidias pertenecientes a aguas profunolascarnivoras pero el resto de
especies se alimentan a través de la captaciorartieydas en suspension. (Petersen,
2007). Las caracteristicas alimentariasedeéurbinatase encontraban indefinidas hasta
hace poco, a pesar de que en los ultimos afiomnseshadiado diferentes aspectos de su
biologia. En 2007 se llevé a cabo un estudio ecual se determind que esta ascidia
colonial se alimenta casi exclusivamente de migamlque son arrastradas por las
mareas, sobretodo diatomeas y dinoflagelados. &modestudio también encontraron
dentro los estdmagos de. turbinata elevadas concentraciones de dinoflagelados
considerados como téxicoBynophysis, Prorocentrum y Gymnodiniupgr lo que
consideraron que podria existir algun tipo de pigdicion de estos organismos en la

gran bioactividad de los extractos de esta esgjeemandez-Zanugt al, 2007).



En relacion a su reproduccion, los organismos asluton hermafroditas
simultaneos, pero pueden reproducirse sexual aiakegnte. La reproduccion sexual
se produce con mayor frecuencia cuando la tempardel agua es calida (primavera y
verano). Es ovoviviparo y las larvas permanecetaeravidad peribranquial durante
aproximadamente de 7 a 9 dias tras la fecundaPi#sado este periodo las larvas son
liberadas en la columna de agua (Sweat, 2009).

Las larvas o renacuajos &e turbinata llamados asi por su morfolgia (Garcia-
Cagideet al, 2005), son relativamente grandes, con una lodgie 4,5 milimetros
aproximadamente (Figura 6). Poseen un color naamgaarillo brillante debido a la
presencia un pigmento con carotenoides que diéier@omposicion de los pigmentos de
los individuos adultos (Lyerlat al, 1975). Tras varios experimentos, se ha demastrad
gue esta coloracion tiene funcion aposemantica,qya también poseen ciertas
sustancias quimicas de identidad desconocidadgtélo a su sabor desagradable, son
inapetecibles para los planctivoros. Gracias aselfocapaces de evitar en gran medida
la depredacion, causa principal de mortalidad amak de invertebrados marinos
(Young and Bingham, 1987). Son licitotroficas, esid obtienen los nutrientes a través
del vitelo (saco vitelino) (Carballo, 2000). Debid@sto, la fase larvaria &e turbinata
es corta, (Garcia-Cagids al, 2005) por lo que las larvas deben encontrar abitat

adecuado para establecerse antes de agotar stardsalimentos (Sweat, 2009).

1,12 man

-"—'-f, :!' = s{n“

S T e e

Figura 6: Larva de E.turbinata en fase nadadora. Cut: waticC: corazon; A: 6rganos
ampulares; Sex: sifon exhalante; Sin: sifon inhalan

La fase plancténica de la larva posee dos etapasptimera etapa en la cual la
larva nada de forma vigorosa y después con mawitud hasta quedarse inmovil y
comienza a cambiar la forma de su cuerpo. En lanskgetapa de la fase plancténica

ocurre la reabsorcion del complejo axial de la cotraccion de las papilas y el

10



alargamiento digitiforme de los érganos ampilateéar€ia-Cagidet al, 2005). Al final

de esta fase, las larvas se adhieren al sustrétavés de una serie de estructuras
adhesivas producidas en la parte delantera deldritamado papilas, y sufren otra serie
de transformaciones fisioldgicas y morfolégicasthapie las larvas se transforman en

tunicados juveniles (Sweat, 2009).

Respecto a las tolerancias fisicagdeurbinatg este tunicado suele encontrarse
en aguas tropicales y subtropicales calidas encledes la temperatura oscila
generalmente entre 25°C a 32°C (Vazquez and Ydi@8$). Como se ha mencionado
anteriormente, se pueden encontrar en aguas detevté@deo pero no sobreviven a
temperaturas inferiores a 17° C aunque las col@uielen recuperarse cuando las aguas
del Mediterraneo comienzan a calentarse de nuevedtS2009).

Por otro lado, en relacion a la salinidad, esta@spgeneralmente se encuentra
en aguas estuarinas de salinidad variable (VazanezYoung, 1996), por lo que
presenta buena tolerancia a las fluctuaciones liedsal. Las larvas d&. turbinata
también soportan grandes gradientes de salinidaa (36 ppt) (Carballo, 2000). Sin
embargo, la presencia de haloclinas reduce la whguhde las larvas para realizar las
migraciones verticales diarias llevadas a caboepapboplancton (Vazquez and Young,
1996).

El principal problema en la investigacion de farosade origen marino es el
suministro del material. Hoy en dia, las principadstrategias para evitar este problema
son la acuicultura farmacéutica del organismo noatimologicamente activo o la
sintesis quimica del compuesto activo. Trabectedmain compuesto de estructura
compleja por lo que inicialmente parecia complicatbitener material suficiente para
los ensayos clinicos mediante sintesis quimical®®6 se llevé a cabo una sintesis
total de este compuesto, sin embargo la cantidadaderial obtenido no fue suficiente
para suplir las necesidades del desarrollo cliffop.este motivo, en 1997, Pharmamar
se decantd por el desarrollo de la acuiculturaEdeturbinata como el principal
suministro de trabectedina para llevar a cabo stisdéos preclinicos y clinicos. En tan
solo un afio se produjeron aproximadamente 80 tdalanétricas de biomasa
(Fajarningsih, 2012).

Se han estudiado varios métodos con el fin devanltrandes cantidades He
turbinata para la extraccion de trabectedina. Uno de estosdies determind dos
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técnicas exitosas de cultivo: una de ellas a pdgirasentamiento de larvas en un
entorno natural y el segundo, mediante la fragnegiriade colonias posteriormente
trasplantadas a unas estructuras fabricadas caticplaya que se demostré que la
madera y el plastico son los materiales mas adesyaata el cultivo dE. turbinataen

el mar (Carballet al, 2000). Otro estudié determiné la dieta corregta se le deberia
suministrar aE. turbinata para obtener éptimos resultados en el cultivoifrovel
resultado fue que una dieta mixta @raetoceros gracili® Isochrysis galbana una
concentracion de 160.000 células por mililitro esbuen método de alimentacion para
el cultivo in vitro dekE. turbinata(Duckworthet al, 2004).

Sin embargo, en 2004, PharmaMar decidié cambiaré@bdo de suministro de
trabectedina debido a un nuevo descubrimiento:senaisintesis de la molécula. Este
procedimiento se sigue llevando a cabo hoy enaligug es mas practico que el cultivo
de E. turbinatae hizo viable la fabricacion industrial del comsiee (Fajarningsih,
2012).

2.2. Determinacion de la estructura

En el afio 1969 se descubrié por primera vez queXtiactos de etanol acuoso
de colonias ddecteinascidia turbinatgposeian una alta actividad antitumaralvivo
(Siegelet al, 1969). Estos extractos también demostraron paseeito poder como
inmunomoduladores. Sin embargo, todos los intereabzados para poder aislar los
compuestos responsables de estas actividades fuemonaquellos momentos
infructuosos (Siegett al, 1983). La primera descripcion y caracterizacistiuetural
de seis nuevas entidades quimicas llamadas edeiimas (ET's: ET-729, ET-743, ET-
745, ET-759A, ET-759B, ET-700) la llevo a cabo eupp de Rinehart de la
Universidad de lllinois (Urbana) en 1990, a padtet tanicadcE. turbinataencontrado
en aguas del Mar Caribe (Rinehattal, 1990). Encontraron que el componente mas
abundante era ET-743 (trabectedina), aislandoseaicaandimiento del 0.0001%. Esto
indica que a partir de 1000 kg Heteinascidia turbinatae obtenia solamente 1 mg de
trabectedina. Debido al interés despertado pootanpe e inusual actividad biolégica
de estos extractos, el grupo de Wright, de la HaByach Oceanographic Institution
(Florida), también asil6 y contribuy6 a caractearizatrabectedina (Wrigtdt al, 1990).
Las primeras estructuras propuestas para todas estRinascidinas se realizaron en

base a estudios de Resonancia Magnética NucleaRjNMe Espectrometria de Masas
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(MS), aunque la asignacion inequivoca de la eggeietca absoluta se consiguio
cuando fue posible resolver la estructura &toxido de trabectedina (Figura 7) por
difraccion de rayos X (Sakat al, 1992).

N'2-6xido de trabectedina

Figura 7: Estructura de rayos X dii*-6xido de trabectedina.

En las ecteinascidinas hay presente un esqueletagdelicode compuesto por
dos sistemas de tetrahidroisoquinolina fusionadobunidades A y B), con una lactona
puente de 10 eslabones en la que ademas hay we enlHuro bencilico. Muchas
ecteinascidinas tienen ademas una tercera unittaflitroisoquinolinica (subunidad C)
unida al resto como un sistema espiranico, talnyacee ejemplifica para la trabectedina
en laFigura 8. Este hecho es distintivo de estas moléculasefrantas familias de
saframicinas, safracinas y renieramicinas, asilaldapacterias y esponjas (Scott and
Williams, 2002).

subunidad A
subunidad B
subunidad C

C_D puente de 10 eslabones

trabectedina

Figura 8: Descripcidn estructural de trabectedina.
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3. Ruta biosintética

Tomando como referencia las rutas biosintéticasigameente caracterizadas de
los productos naturales de origen bacteriano safiaanA (Streptomyces lavendulae
(Arai et al, 1980), saframicina Mx 1Myxococcus xanthyigIrschik et al, 1988) y
safracina B Pseudomonas fluorescgnflketa et al, 1983) (Figura 9), el grupo de
Sherman de la Universidad de Michigan (Ann Arbdevd a cabo un estudio
exhaustivo de la biosintesis de la trabectedinah(RR& al, 2011). La similitud
estructural de todos estos compuestos, en los gaeec un sistema pentaciclico
derivado de tetrahidroisoquinolina, podria ser umlicativo de que las rutas
biosintéticas que conducen a su generacion entlaateza también tendrian que ser
muy parecidas. Asi, se encontr0 que estas rutasnt#ticas tenian en comun la
participacion de tres médulos de proteinas pémiditasas no ribosémicas (NPRS) y
una serie de enzimas asociadas. A su vez, en cadalonhabia tres dominios:
adenilacion (A), condensacion (C) y tiolacion (@rnfiacion o ruptura de tioésteres), en
los que se combinaban los correspondientes amiitldsaatilizados como unidades
estructurales (building blocks) en la contrucci@ estas moléculas complejas. En el
caso de la trabectedina, aislada HEldeinascidia turbinataestos tres modulos son
designados comBtuAl-3 (Figura 9).

Saframicina A Saframicina Mx 1 Safracina B
EtuA1 EtuA2 EtuA3

Figura 9: Modulos de proteinas péptido sintetasas no ribass EtuA1-3 y estructuras de
saframicina A, saframicina Mx 1 y safracina B.

La ruta biosintética propuesta comienza con la urdé un &cido graso al
dominio T deEtuAl (1) por accion de la enzima acido graso-ligasaEdeA3.

Posteriormente se produce Maacilacion del aminoacido cisteind),( seguido de la
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condensacion con un glicolato EtuAl para formar un depsipéptid8)( La reduccion
del tioéster en el dominiBtuA2(RE) (RE, dominio con actividad reductasa utilizando
NADPH como cofactor) libera el aldehido(Koketsuet al, 2010) del dominio T de
EtuAl (Esquema 1).

H

>

S

(ALs-TO) (c-?-n) ﬁgzo
S

(C-?—T)
$ S
ﬁgz o oﬂ> HS  NH
0

Esquema 1

Los aldehidos son especies muy reactivas y paticipn procesos de
condensacion con grupos amina libres §NHA continuacion el aldehidé reacciona
con un aminoacido no proteinogénico derivado desitiab, anclado como tioéster en
EtuA2, para generar el compuedi@ través de una condensacion tipo Pictet-Spengler
en el dominicEtuA2(C). Nuevamente, por la accion reductora=ti@A2(RE), se libera

el aldehido biciclic@ (Esquema 2).

H (Etwaz(c)) (Etua2) (Etun2(RE)
o:g (C-A-T) o -
+ $ ¢
g s 0
T L
HS  NH
HS  NH NH,
Me 7
. Mo OH 0
HS  NH

Esquema 2

Se repite de nuevo el mismo tipo de proceso padraaeEtuA2, que cataliza
una segunda reaccion de Pictet-Spengler entralehialo liberad y el derivado de

tirosina5 anclado como tioéster éftuA2, para formar el sistema tetracicli@osiendo
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este liberado por accion de HuuA2(RE), dando lugar al aldehidb(Esquema 13). El
aldehido9 sufre una reaccion de ciclacion intramolecularlaegue participa un grupo
amino (NH) y el carbonilo del aldehido, dando lugdrsistema pentaciclicd0
(Esquema 13). Este compuesto posee ya la estrubasa de los compuestos
bistetrahidroisoquinolinicos anteriormente mencitwsa (Figuar 9). La accién de la
acilasaEtuF3 sobre9 produce la ruptura del enlace peptidico que lila¢i@Eido graso,
formandosell, que es un precursor de ET-583. En este compyestasta presente
también el puente de lactona de diez eslabone® slsistema pentaciclico basico

(Esquema 3).

(C-/SA-T)
S

O

NH,

10

Esquema 3

Los intermedios sintéticos ET-583, ET-597, ET-59& 594, propuestos en
esta ruta biosintética han podido ser aisladoggcterizados (Sakait al, 1996). Asi,
el compuesto ET-583 se transforma en ET-597 padmaae una\-metiltransferasa, y
este en ET-596 a través de una transaminacionreidge transforma la agrupacion
amino éster em-ceto éster. Otra proteina desconocida catalizardintiacion la
formacion del dioxolano ciclico en el anillo A, geando el compuesto ET-594. Al
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haber sido aislado el compuesto ET-594, parecensdu® que el fragmento que falta
para completar la biosintesis de trabectedina @apore en estas Ultimas etapas. La
reaccion de ET-594 con el derivado de tirodia@onduce primeramente a la formacion
del iminio intermediol3, teniendo lugar ahora otra reaccion de tipo RBpeEngler
para formar el compuestb4 con un nuevo ciclo. Los ultimos pasos para llegéa a
trabectedina consistirian en la descarboxilaciétagnosiciona respecto al nitrégeno
del ultimo sistema tetrahidroisoquinolinico formadw siendo todavia conocido el
mecanismo a traveés del cual el tioésler es liberado del complejo enzimatico

(Esquema 4).

Trabectedina

Esquema 4

Como resumen de esta propuesta de ruta biosintéigaque indicar que la
trabectedina se generaria en el correspondient®ong@nismo a partir de solamente
cuatro precursores diferentes, que aportarian tddesatomos presentes en su
estructura. Estos serian el amino acido cistelrégi@o glicélico, 3-metoxitirosina y 3-
hidroxi-O,5-dimetiltirosina. En el caso de este ultimo amac@o no proteinogeénico, se

requeririan dos equivalentes de acuerdo a estbingetética (Figura 10).
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HO
o]
NH,
HO o
0 HO OMe
Ho Mo,
HS  NH,
HO HO
o] o]
NH; NH,
Me Me
MeO OH MeO OH
Trabectedina
Figura 10: Precursores biosintéticos de trabectedina.
4. Sintesis

Debido a la baja concentracién en la que se enewudmttrabectedina en la
naturaleza y a la imposibilidad de conseguir cackid suficientes a partir de las fuentes
naturales y la acuicultuggara hacer posible su comercializacion, fue neweaaordar
la sintesis de este compuesto para desarrollar me#dologia que evitara la

dependencia de la fuente natural.
4.1 Primera sintesis total (Corey, 1996)

La primera sintesis total de trabectedina fue Hava cabo por el grupo de
Corey en la Universidad de Harvard en 1996 (Categl, 1996), inspirandose en la
posible biosintesis de este producto natural (Ked Miranda, 1995) y cuya estrategia
se basa en la desconexion biomimética de cuatrongidrles de aminoacidos (Corey
and Gin, 1996) tal y como se indica en el EsquemBs5por lo tanto una sintesis

convergente. Se indicard a continuacion la sinjeamplamiento de estos fragmentos.
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MeO

OMe
TBSO OTBS
H
OYN
LO CHO

j@jf\r Trabectedina

Esquema 5 Andlisis retrosintético biomimético.

4.1.1. Sintesis de la aminolactona 17

La aminolactonal7 se obtuvo en 12 pasos a partir de sesamol con un
rendimiento global del 26%. En los primeros pasiss drupos metilo y formilo se
introducen en el anillo aromético a través de riéacde litiacion de metoximetil éter
derivado de sesamol para formar el compud&ioA través de una condensacion
maldnica se obtiene el compuedt6 a partir del5. La trasformacion dd.6 en el
intermedio deseadb’ se realiza mediante una transposicion de Cuihtidspgenacion
catalitica simétrica y una ciclacion intramolecularPictet-Spengler (Esquema 6).

~Z 0 0
OH OBn
1. NaH, MOMBr (90%) ( OMe
2. n-Buli, Mel 87%)  Me cHo o7 oY
3. n-BuLi, DMF (84%) OMe
o) 4. MeSOzH O\_ 1. Piperidina, AcOH | 2. EtsN-HCO,H
\_O 5. NaH, BnBr (86%) O 4A MS (99%) PhsP (94%)
sesamol 15
o) 1. (PhO),P(O)Ns, EtsN, BnOH (93%)
oMy 2. Hy/ Rh[(COD)-(R,R)DIPAMPI]BF, @BnH O
Me 0 0 e OMe
(97%, 96% ee) X
NH 3.BF5-OEt, 4A MS (73%) OMe
07 “OH
0 4. Hy, Pd(C) (100% Q
o 2, Pd(C) ( 0) o
16
17

Esquema 6 Sintesis de la aminolactot@
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4.1.2. Sintesis dak-aminoaldehido 21

El a-aminoaldehid®1 se obtuvo con un rendimiento global del 66% ema$bp
a partir del monometil galato de metil® (Esquema 7). El primer intermedio en esta
sintesis es el aldehid® que sufre una condensacion de Knoevenagel comatalale
monometilo para formar el compue&@ Los ultimos pasos implican una transposicion

de Curtius, hidrogenacién catalitica y protecciéhgtupo amino como alil carbamato

(Esquema 7).
OMe OMe j\/ch)\
HO OH 4 TBSCI (98%) TBSO OTBS  Meo OH
g. EII:I)BéAI(_éISO/U)OOWo) Piperidina, AcOH
. (] 0,
CO,Me CHO 4AMS (99%)
18 19
QMe 1. (PhO),P(O)N3, Et;N, BnOH (89% QMe
TBSO OTBS - (PhO)}P(O)N3, EtsN, BnOH (89%) TBSO OTBS
2. H,/ Rh[(COD)-(R,R)DIPAMPIBF 4
(100%, 96% ee)
H
0. N 3. Hy, Pd(C) (100%) HO,C_~
LY 4. AIOCOCI (93%) H
O CHO 5. DIBAL-H (>90%) CO;Me
20

21

Esquema 7 Sintesis deli-aminoaldehid@1.

4.1.3 Acoplamiento de la aminolactona 17 y detaminoaldehido 21

En el siguiente paso de la sintesis, se unen l|addactonal7 y el o-
aminoaldehid@®1 para formar, primeramente, el sistema pentaci@aque sometido
a procesos de proteccidn-desproteccion selectivasddiferentes grupos funcionales se
transforma primero en el compues8 y finalmente en el producto deseazit La
secuencia recogida en el Esquema 8 consta de ddsetan un rendimiento global del
14%.
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1. KCN (61%)
17 > 2. AlilBr, Cs,COj (87%)

3. DIBAL-H
4. KF-2H,0
5. MeSO3H, 3A MS (55%)

TBSO OTBS

H
o\\l/N
L 1. THL,NPh (72%)
O CHO
) J 2. TBDPSCI (89%)
21 3. MOMBr (92%)

1. n-Bu38nH, PdC|2(PPh3)2
AcOH (100%)

2. CH,0, NaBH3CN (95%)
3. Me,Sn, LiCl, PdClo(PPhs), (83%)

Esquema 8 Sintesis del sistema pentacicliba partir de los compuesid y 24.
4.1.4. Sintesis de la trabectedina a partir del cgmuesto pentaciclico 24

Los Ultimos pasos para llegar a la trabectedinaadirpdel compuestd24
representan 9 operaciones sintéticas con un reaglinglobal del 20%. El primer paso
es la oxidacion del anillo fendlico para dar el poesto25, seguido de esterificacion
con el derivado de cisteir2® para formar el compuesfY. En los siguientes pasos se
forma el anillo de lactona ciclico de 10 eslabos@do transformado el compuegt
por oxidacion en el 1,2-dicarboni2®, que tras sufrir ciclacién de Pictet-Spengler con
30y tranformacién del grupo ciano en hidroxilo lleafaproducto de reaccién deseado

trabectedina (Esquema 9).
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1. (PhSe0),0 (82%)  Me
2. TBAF (91%)

HO,C
EDC-HCI, DMAP (91%) \‘/\s

N\COZAIiI
26
OMe
Me

1. DMSO, Tf,O

CHJCl,, -40 °C Me
2. i-PryNEt, 0 °C
3. +BuOH, 0 °C o

4. (Me,N),C=N-t-Bu, 23 °C

5. Acy0, 23 °C 0
(79%) O)Y\S .
HN( .
1nBusSIH 12,000 Vive 17 COZAM
) \ Ve

PdCI,(PPh3), 27
HO
R
NH
MeO 2

AcOH (84%) | DBU, (CO,H),
30

gel de silice (58%)
‘ 2. TFA:THF:H,0

3. AQNO3, MeCN:H,0 (77%)

Trabectedina

Esquema 9 Sintesis de trabectedina a partir del sisteméapéatico24.

Después de esta primera sintesis total, el grup8adey siguié estudiando la

mejora de los rendimientos de las rutas sinté(@estinez and Corey, 2000). Se logro

de esta manera doblar practicamente el rendimamta preparaciéon del intermedio de

sintesis23 a partir de los compuestds y 21 (Esquema 8), pero incluso con estas

mejoras, la sintesis total de trabectedina no @&hlev para llevarla a cabo a escala

industrial que permitiera su comercializacion, aingi fue posible generar los gramos

suficientes para llevar a cabo los estudios clgidssi, el rendimiento total para la

secuencia de sintesis mas larga de 35 pasos &aateente el 0.72%.

22



4.2. Semisintesis de trabectedina (escala multigram

Afortunadamente, fue posible la preparacion de ettdglina a escala de
multigramos de manera econdémica como una sintedisstrial por un proceso de
semisintesis, partiendo de cianosafracina B, ubiatito obtenido por fermentacion de
la bacteriaPseudomonas fluorescerfikeda et al, 1983), siendo esta metodologia
desarrollada por la empresa Pharmamar (Cuetasl, 2000), aprovechando la
informacion proporcionada por los trabajos prewdessintesis del grupo de Corey. En
esta semisintesis la cianosafracina B se transfeut@sivamente en los intermedgis
y 32 a través de procesos de proteccion y desprotecg®ndiferentes grupos
funcionales, seguido de esterificacion con el coesm33 derivado del aminoacido
cisteina. EI compuest84 resultante da lugar a través de 7 pasos de reaatio
intermedio de sintesB5, donde se encuentra ya presente el anillo puentactbna de
10 eslabones. Los ultimos pasos son idénticossatasis total propuesta por el grupo
de Corey, teniendo lugar una ciclacién de Pictetrg§fer con30 y transformacion del
grupo ciano en hidroxilo (Esquema 10). El proddctal en este caso, la trabectedina,
se obtiene después de 21 etapas con un rendingjledital de algo mas del 1%, con la
particularidad respecto a la sintesis toral delguespecie de partida cianosafracina B

esta disponible a escala de kilogramo por ferménatePseudomonas fluorescens
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1. Boc,O
2. MOMBr (67%)

5. AlilBr, Cs,CO3 (56%)
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4. NaNO,, AcOH (50%)

o)
o

Trabectedina

Esquema 10 Semisintesis de trabectedina a partir de ciarexsat B.

4.3. Otras sintesis totales y formales de trabectiee

Después de la sintesis total de Corey, el grupputteyama de la Universidad
de Tokio publicO una segunda sintesis total deettsgina. En esta sintesis se
empleaban 50 pasos, siendo el rendimiento globl.86% (Endcet al, 2002). En las
primeras etapas se produce el acoplamiento dedgméntos36 y 37 para formar el
compuest@®8. Una de las etapas clave es la generacion dehsgpentaciclico por una
condensacion aldolica donde esta implicado un fguelactiia como sistema endlico en

la transformacion del compues® en40. El resto de etapas que llevan a la formacion
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de trabectedina, en las que estan implicados logpgestostl (derivado de cisteina) y

42, son similares a la sintesis previamente comerf{iastpuema 11).

OMe PMP.
OMOM BnO Me MOMO ~N
Me MeO@NC
+ HN— —Boc
NH, | MeCHO, MeOH
0 BocHN e » Me
0 (90%)

OTBDPS CO,H

TBDPSO
36 37

Hy, Pd(C), THF (84%)

Trabectedina

Esquema 11 Sintesis total de trabectedina desarrollada lpgnupo de Fukuyama.

Cuatro aflos mas tarde, el grupo de Zhu del Insleu€Chimie des Substances
Naturelles de la Universidad de Paris-Sud (Gif¥uett), public6 una sintesis
altamente convergente de la trabectedina (€hah, 2006). Hechos destacables de esta
sintesis son la preparacion del compudstpor acoplamiento del aminoalcoht8 y el
aldehido44, la N-alquilacion de46 con el bromuro racémic7, para formad8y la
formacion del pentacicl®0 a partir de49, similar a la propuesta por el grupo de
Fukuyama (Esquema 12). Esta tercera sintesis fiallevada a cabo en 31 pasos,

siguiendo la secuencia lineal mas larga con unimgadto global del 1.7%.
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Esquema 12 Sintesis total de trabectedina desarrollada lpgnupo de Zhu.

En 2006 el grupo de Danishefsky de la UniversidadCadlumbia publico la
sintesis de un intermedio avanzado que apared@ €ntesis total de trabectedina del
grupo de Fukuyama (Endx al, 2002), no siendo por tanto una sintesis totaliclea
molécula, si no formal (Zhengt al, 2006). En esta sintesis hay que destacar lanunio
de los fragmentos de tetrahidroisoquinolti#ay el derivado de tirosina3 para formar
54y la hidratacién de la enamib& para formar el compuest®, siendo el primer paso
un paso de hidratacion. Finalmebtse transformoé en varias etapass@nintermedio

sintético recogido en la sintesis de Fukuyama (&®aul3).
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Esquema 13 Sintesis formal de trabectedina desarrolladaepgrupo de Danishefsky.

Posteriormente, el grupo de Williams (Universidatiestado de Colorado)
publicé un segunda sintesis formal de trabectd@iishlock and Williams, 2008) a
partir de los compuestdsgl y 58, precursores dg9, 60y 62, llegando finalmente al

producto55, un intermedio también en la sintesis formal pesa por el grupo de

Danishefsky (Esquema 14).
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Esquema 14 Sintesis formal de trabectedina desarrolladaepgrupo de Williams.
4.4. Comparacion de las diferentes sintesis de trattedina

En la Tabla 1 aparecen recogidos una serie de datasionados con las
distintas sintesis realizadas hasta la fecha deedtadina. Como se comentd
anteriormente, la primera sintesis fue realizadaepgrupo de Corey (Universidad de
Harvard) en 1996 (Corest al, 1996). En esta sintesis convergente eran negsski
pasos de reaccion a través de la secuencia mas saegdo el rendimiento global del
0.48%. El mismo grupo de investigacion llevé a catva sintesis cuatro afios después
(Martinez and Corey, 2000), mejorando el rendinuiegibbal (0.72%) y acortando las
etapas (de 41 a 35). En 2002 Fukuyama (Universigadokio) publicé una tercera
sintesis total que comprendia 50 pasos de reacoibnn rendimiento global del 0.56%
(Endoet al, 2002), no aportando una mejora a la segundassirdel grupo de Corey.
El rendimiento global mas alto (1.7%) con el mem@mero de etapas de reaccion (31)
se logro a través de la sintesis llevaba a cabelgpupo de Zhu (Universidad de Paris-
Sud) en 2006 (Cheet al, 2006). Aparentemente esta seria la estrategiaatrédiva.
Por lo que respecta a las sintesis formales, Defisish (Univerisdad de Columbia)
preparé en 2006 un intermedio de reac&@nen 30 pasos con un rendimiento global
del 0.35% (Zhenget al, 2006). EI compuestb7 era un intermedio de reaccion de la
sintesis total llevaba a cabo por Fukuyama, siere@sarios 9 pasos adicionales mas
segun esta sintesis para llegar a la trabecteSirmnsideramos estos 9 pasos con sus
rendimientos, la sintesis formal propuesta por Sraafsky seria un proceso de 39 pasos
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con un rendimiento global del 0.089%. Otra sintésinal fue llevada a cabo por
Williams (Colorado), necesitando de 22 etapas decién para preparar el compuesto
55 con un rendimento del 1.74% (Fishlock and Willia2@08). Este compuesto era un
intermedio en la sintesis formal propuesta por Elaefsky, siendo necesarios 5 pasos
de reaccién adicionales para llegar al compué&3toy 9 mas segun la sintesis de
Fukuyama para preparar la trabectedina. Por lotant la sintesis formal del Williams
serian necesarios 36 pasos de reaccion con ummenttd global del 0.075%. Ninguna
de las sintesis formales representa una mejorae dabr sintesis totales existentes.
Finalmente, la semisintesis desarrollada por laresapPharmamar en el afio 2000 en la
que se parte de un intermedio de sintesis avanf@devaset al, 2000), la
cianosafracina B, obtenido por fermentacion y pudite disponer del mismo en
cantidades de kilogramos, es la mas eficiente antoua numero de etapas (solamente

21), siendo el rendimiento global del 1%.

Tabla 1. Comparacién de los rendimientos obtenidos edifasentes sintesis de trabectedina.

Grupo de Afo de Etapas de la secuencia Rendimiento
investigacion | publicacion sintética mas larga global
Corey 1996 41 0.48%
Corey 2000 35 0.72%
Fukuyama 2002 50 0.56%

Zhu 2006 31 1.7%
Danishefsky 2006 30 [+9(Fukuyama)] 0.35% (0.0899%6)
Williams 2008 22 [+5(Danishefsky)+9(Fukuyama] 1.74% (0.075%)
Pharmamar 2000 21 1.0%°

& Sintesis formal. Entre paréntesis aparece elmdadto que se obtendria teniendo en considerac®® |
pasos de la sintesis total de Fukuyahfintesis formal. Entre paréntesis aparece el miadio que se
obtendria teniendo en consideracion los 5 y 9 pedeods sintesis de parcial de Danishefsky y total d
Fukuyama, respectivamentéSemisintesis.

Hay que destacar la importancia del desarrollaitisrsintéticas que permitan la
preparacion de moléculas complejas (productos alag)rque presenten interés por su
actividad biolégica. En ocasiones la baja conceittraen la que se encuentran en la
naturaleza hace inviable el disponer de cantidasigiicientes para poder ser
aprovechadas, por lo que su sintesis seria la @aiteanativa viable. Por otro lado, la
estrategia de sintesis desarrollada no solamemigitpeacceder al producto natural
objetivo, sino que también se pueden preparar aldos estructurales en los que en
funcién de las diferencias introducidas con regpecta estructura original, se puede
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llegar a modular la actividad que presentan, hadcieque sean mas potentes frente al
efecto deseado, o bien minimizando efectos secinsdao deseados que pudieran

tener.
5. Actividad farmacolégica

Para poder conocer claramente el mecanismo denacdgbun farmaco es
necesario realizar una serie de estudios a trawdasdfases preclinicas y clinicas. Se
estima que de cada diez mil moléculas analizadassalo unas doscientas cincuenta
pasan a los ensayos preclinicos. Una vez complethdiesarrollo preclinico sobre
modelos experimentales en laboratorio y con premaptacion de las autoridades
sanitarias, comienzan los ensayos clinicos en hosngbaborda y San Sebastian,
2015).

Tabla 2: Fases de los ensayos clinicos.

Fase | Se demuestra la seguridad del compuesto y oriaiiee da pauta de
administracion.

Fase Il Estudios terapéuticos exploratorios. Proporciof@arinacion preliminaf
sobre la eficacia del producto y establecen laxi@edosis-respuesta.

Fase Il Estudios terapéuticos de confirmacion. Evallailzaefa y seguridad del
tratamiento.

Fase IV Fase de farmaco-vigilancia durante la utilizaciotinaria del producto,
una vez que ha sido comercializado.

Las ecteinascidinas son buenas candidatas paedahtento de varios canceres
humanos, ya que se ha demostrado que son capaedsa®r celulas tumorales in
vitro, inhibir el crecimiento celular en vivo, supir el rechazo de aloinjertos, disminuir
reacciones a los injertos de tejido e inhibir lalipgracion de linfocitos. Poseen dos
mecanismos de accion principales: son agenteslaitgs y actian sobre la tubulina

produciendo la desagregacion de complejos de mioutds (Jeediguntet al, 2000).

La EMEA propuso la trabectedina como un agente zapa bloquear la
activacion de la transcripcién de un subconjuntaeéees inducibles sin afectar a su
expresion constitutiva. Para determinar las espacibnes de sustancias activas se
utilizaron pruebas para la descripcion, identifiéac(IR, HPLC y rotacién Optica),
ensayo (HPLC), contenido en agua (determinaciomoouétrica), impurezas (HPLC),
disolventes residuales (GC), metales pesados, empsirinorganicas y endotoxinas
bacterianas (EMEA, 2007).
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5.1. Mecanismo de accion

Trabectedina pertenece a una nueva clase de agenitesnorales que se unen
al ADN presentando un complejo mecanismo de aauioy diferente al que presentan
otros agentes alquilantes del ADN, que se unemrabsmenor de la doble hélice de
ADN de forma no covalente (Aurgt al 2002). Asi la trabectedina se une al ADN
mostrando una mayor preferencia por los tripleiessren GC, y forma uniones
covalentes con el nitrdgeno que se encuentra posliaion 2 de la guanina, generando

una agrupacion carbinolamina (D’Incadtial, 2002).

5.!
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Figura 11: Modo de union de trabectedina al ADN. Los enlaa®slentes estan representados

por una linea continua y los puentes de hidrogpopo$ineas de puntos.

Esta molécula, como se ha mencionado anteriormest&,compuesta por tres
subunidades; dos de ellas (subunidades A y B) esponsables de la unién covalente
con el surco menor del ADN, mientras que la ter¢sudunidad C) no tiene contacto
con él. La union de trabectedina al ADN cambia @afarmacion natural provocando
una flexiéon del mismo hacia el surco mayor. Ademigsila el N de la guanina y las
hebras del ADN son incapaces de replicarse, cdosasi la muerte celular (Fayege
al., 2005). La tercera subunidad sobresale hacia fielraurco menor del ADN lo que
permite la interaccion con las proteinas nucleadgacentes. Estas interacciones
desencadenan una cascada de eventos que interfoerenvarios factores de
transcripcion, proteinas de unién del ADN y viasggaracion del ADN (Hurley and

Zewail-Foote, 2001). La caracteristica mas andrdal&rabectedina, que hace que su
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mecanismo de accion sea Unico en comparacion aas érmacos antitumorales
clasicos, es la respuesta atipica en las célutasaalias en la reparacion por escision de
nucleotidos (NER) (Damiat al, 2001). Una de las proteinas de union que irigxac
con la subunidad C de la trabectedina es XPG, @mbmio del sistema NER. De esta
manera, la trabectedina afecta a la actividad idetrea de reparacién por escision de
nucledtidos (TC-NER) (Herreret al, 2006). Las proteinas NER estan implicadas en la
reparacion de dafos causados por la union al ADKaheacos de uso comun en el
tratamiento del cancer, tales como cis-platino -@icgsninodicloroplatino(ll)] o
mitomicina C. Como consecuencia de esto, los diefeenh el sistema NER, por lo
general, aumentan la efectividad de los farmactesaaterigenos (Erbet al, 2001).

Figura 12: Unién de trabectedina al complejo ADN-XPG.

En ausencia de trabectedina, TC-NER reconoce yralifas lesiones del ADN,
utilizando la hebra no dafilada como plantilla (Sagas 2008). En presencia de
trabectedina, la maquinaria TC-NER es enviada r@d&n en la que se encuentra el
aducto de ADN en un intento de corregir la lesiBero esta accion es bloqueada
creando fuertes complejos citotoxicos que provacenéuras en el ADN y causaran la
muerte celular (Soarest al, 2007). Por lo tanto, mientras que otros ageqtes
interactian con el ADN requieren un mecanismos MEfitiente, se demostré que un
sistema NER deficiente disminuye la sensibiliddd &rabectedina por lo que necesita
un sistema NER competente para ejercer su actiwdatbxica (Takebayashet al,
2001). Los procesos de recombinacion homoéloga §HRcombinacién no homologa

(NHEJ) estan implicadas en la reparacion de lagastde la doble cadena del ADN
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(DSB) y fueron también investigados en el mecanidmaccion de trabectedina. Si las
células contintan proliferando, los complejos teosa (trabectedina-DNA-XPG)
paralizaran la replicacion durante la fase S edimédn lesiones en el ADN que necesitan
ser reparadas mediante HR. Se demostro que lalaséeficientes de HR, debido a
dafios 0 anomalias en sus proteinas, eran aproximatia 100 veces mas sensibles a la
trabectedina (Tavecchiet al, 2008). Sin embargo, no se observaron diferensms
células deficientes de NHEJ (Herrexbal, 2006). Estudios del ciclo celular revelaron
que la trabectedina reduce la velocidad de pragnede las células a través de la fase S
hacia la fase G2 y las bloquean en la fase G2-Mdé&gificaron una serie de genes que
estan implicados en la deteccion del ciclo celuaspués del tratamiento con
trabectedina. Estos genes tienen una funcién commmo reguladores de la

transcripcion, lo que lleva a la deteccidn delacimlular en G2-M (Let al., 2001).

aducto de ADN
v
@

sistema TC-NER

ruptura de la doble
cadena de ADN

IO T

\

proficien’te’ HR deficiente
supervivencia muerte
celular

celular
Figura 13: Esquema del mecanismo de accion de la trabeetedin

Por otro lado, se sabe que la trabectedina indulze apoptosis en diversas
células tumorales. Sin embargo, hay pocos estuglies estén de acuerdo con los

mecanismos apoptoticos de la misma. Esta activsgachvestigd por primera vez en
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células del sarcoma de Ewing y osteosarcoma, delhidsu fuerte actividad
antiproliferativa, y se demostrd una induccion sigativa de la apoptosis en células
del sarcoma de Edwing, pero no en células de astamsa (Scotlandt al, 2002). Mas
tarde también se demostro el efecto apoptoético rdbettedina en células de
fibrosarcoma humano HT1080 (Haratial, 2012), células de leucemia humana HL-60
(Martinez-Serreet al, 2011) y células de cancer de mama MCF-7. Ekiaalen
tiempo y manera dependiente de la concentracidanabdectedina. Otros datos indican
gue la trabectedina provoca actividad selectivdadevias de apoptosis intrinsecas y
extrinsecas en dos células de cancer de mama geaoténte diferentes (Atmaed
al., 2013).

Trabectedina parece actuar también sobre el midriesute tumoral debido a
gue posee efectos inmunomoduladores potentes ossatectivamente citotoxica frente
a monocitos y macrofagos asociados a tumores. Aslemhibe la produccion de
mediadores proinflamatorios y angiogénicos, lo qumeluce cambios en el
microambiente tumoral y contribuyen a su actividatitumoral. Esta oportunidad de
combinar la actividad citotoxica directa con unaparadad de modificar el
microambiente tumoral es especialmente atractivapéaticamente para una amplia

gama de tipos de cancer (D Incalci, 2013).
5.2. Estudios preclinicos y clinicos

Los estudios preclinicos han aportado importanéssubrimientos que han sido
de gran utilidad para llevar a cabo el desarrdiloiad de trabectedina. Los primeros
estudios preclinicos in vitro para trabectedinadoeealizados por el Instituto Nacional
de Cancer (NCI) (Cuevas and Francesch, 2009). terestudio se analizaron 60 células
tumorales humanas que identificaron la potentevideti de farmaco. Mas tarde, el
efecto antitumoral de la trabectedina fue invediiggn una serie de xenoinjertos
murinos y sarcomas de origen humano. Los resudtadtenidos (Tabla 3) muestran
que la trabectedina tuvo efectos antitumoralesifsgigghivos en cinco modelos de
xenoinjertos murinos o de origen humano, produ@ema 33-76% de inhibicion del
crecimiento tumoral con dosis de entre 0,12 hagdan@g/m2/tratamiento (EMEA,
2007).
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Tabla 3: Efecto antitumoral en xenoinjerto murino y saresmde origen humano.

Origen del tumor Linea Dosis, _In_hibicién del
celular | (mg/nf/dia) |crecimiento tumoral (%4)

Fibrosarcoma de raton uv2237 0.6 63

Reticulosarcoma de ovario de ratf M5076 0.45 64

Sarcina de cartilago humano CHSA 0.3 76

Osteosarcoma humano OSA-FH 0.12 67

Rabdomiosarcoma humano TE-671 0.6 33

Otros estudios preclinicos in vitro y en vivo hambstrado que la trabectedina
provoca hepatotoxicidad. Los farmacos citotoxiomsno la trabectedina, suelen causar
mucha toxicidad, siendo esta similar en seres hamananimales. Este potencial
hepatotoxico se observé por primera vez en ratoatss, perros y monos, dando como
resultado que la hepatotoxicidad de trabectednbuenanos es reversible, por lo que
un control sobre los niveles de enzimas hepatieamipd un mayor control de la
seguridad de trabectedina para su desarrollo oltoa humanos (Beumet al.,, 2005).

Es de destacar que existen muchos efectos secosdae son comunmente inducidos
por quimioterapia citotoxica y resultan desagraekhpara los pacientes, como por
ejemplo, alopecia, mucositis, diarrea, cistitis bawgica, etc. Sin embargo, la terapia
con trabectedina no suele causar problemas quepysxher en peligro la vida, como
son neurotoxicidad, toxicidad pulmonar, toxicidadal o cardiotoxicidad, por lo que ha
demostrado ser un farmaco relativamente segurouamnto a su toxicidad, en la lucha
contra el cancer, después del fracaso de otr@sri@nbtos estandar anteriores (Le Cesne
et al, 2012). Trabectedina ejerce una actividad arltfprativa in vitro y en vivo contra
una variedad de células tumorales humanas (Jimedredz 2007), incluyendo sarcoma
de tejido blando, cancer de mama, de pulmén, deécyamelanoma (EMEA, 2007)
(Tabla 4).
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Tabla 4: Actividad in vitro de trabectedina en difereniegas celulares de cancer humano.

Tipo de tumor Linea celular| Tiempo de exposicion (| ICsc (nM)
Fibrosarcoma HT-1080 72 0.0002
Liposarcoma HS-18 72 0.06

SwW872 96 0.5
1455 96 0.1
Rabdomiosarcoma RD 48 4
Rabdomiosarcoma alveolar| RH30 48 1.5
Carcinoma de colon HCT-116 72 0.50
HCT-116 96 0.16
SwW480 96 0.68
Carcinoma de mama MCF-7 72 0.50
MCF-7 96 1.5
MX-1 96 0.1
Sarcoma de Ewing TC-71 72 0.23
EWS8 48 0.5
Osteosarcoma U-2 OS 48 4
U-2 OS 96 0.42
Carcinoma de pulmén A-549 72 1.0
Carcinoma de proéstata PC-3 72 0.70
Melanoma maligno A375 72 0.15
Carcinoma hepatico Hep G2 48 0.36-1.07

Durante los ensayos clinicos se observo algo queerhabia predicho durante
el desarrollo preclinico: los sarcomas de tejidasdios (STS) eran mas sensibles a la
trabectedina que otros tumores solidos. Este hgllagorocede de la observacion de
respuestas y estabilizaciones prolongadas de lkarneeflad en pacientes con STS
durante la fase | de los ensayos clinicos y, posteente, durante la fase Il fue
confirmada esta hipotesis (D’Incalci and Jimene@03). La comercializacion del
farmaco Yondelis fue aprobada en septiembre de 200/a Unién Europea para el
tratamiento de pacientes adultos con STS en udceestganzado y en los cuales haya
fracasado el tratamiento con antraciclinas e ifogla (EMEA, 2007) o bien, que no
son adecuados para recibir dichos tratamientosmmd®ho modo, resultados de ensayos
clinicos en fase Il realizado a 672 pacientes @amcer de ovario previamente tratado
mostraron beneficios estadisticamente significatiycclinicamente relevantes para el
tratamiento combinado de trabectedina con doxom#igposomal pegilada (DLP) (Le
Cesneet al, 2012), cuya comercializacion fue aprobada enofaren 2009 para

pacientes con cancer de ovario recurrente y senaildisplatino.
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6. Situacion actual del farmaco Yondelis®

Trabectedina fue aislada del tunicado caribdfioturbinata y comenzé a
investigarse por su citotoxicidad hace ya veintesafios primeros ensayos clinicos con
trabectedina no se iniciaron hasta finales delosk)X. Fue comercializado por la
empresa PharmaMar bajo el nombre de Yondelis® gosuercializacion se aprobo en
Europa en el afio 2007, pero en EEUU fue recharacialmente en 2009. Finalmente,
en el aflo 2015, Yondelis® fue autorizado por la FBPAEEUU para el tratamiento de
sarcomas de tejidos blandos (Sawadetgal, 2013).

Actualmente Yondelis® estd aprobado en casi oehguatises de Europa,
Norteamérica, Asia y América del Sur para el tragmbo como agente Unico de
sarcomas de tejidos blandos avanzados, o subtipesificos de L-sarcomas. Treinta y
un paises de estos ochenta pertenecen al Espamoriico Europeo (EEE). También
esta aprobado en setenta paises fuera de Estaultos dara el tratamiento de cancer de
ovario recurrente y sensible a platino en combdracicon Doxil®/Caelyx®
(doxorrubicina liposomal pegilada). PharmaMar dedlar y comercializa Yondelis®
en Europa, mientras que Janssen Products tierteteshos para desarrollar y vender
Yondelis® en el resto del mundo excepto en Japamgel Pharmamar firmo un acuerdo

de licencia con Taiho Pharmaceutical (Pharmam#&gR

En el primer semestre del 2016 permanecian abiendastal de 10 estudios post-
autorizacién realizados en colaboracién con alggnopos cooperativos europeos, de
los cuales se encuentran activos ocho de ellosstitlio T-SAR (estudio aleatorizado
de fase lll de trabectedina frente a mejores cuiglate soporte) realizado en Francia
por el Grupo Francés del Sarcoma, termind en énalttrimestre de 2015 y ha
presentado sus resultados iniciales en la reurl@iada en Chicago en Junio de 2016,
asi como el estudio “Trabectedin plus Olaparib ietédtatic or Advanced Sarcomas”
(TOMAS) de fase | de trabectedina en combinaciom alaparib, un farmaco usado
para tratar el cancer de ovario en pacientes quenanejorado o han empeorado con
al menos tres terapias anteriores. Por otro lagldyas presentado nuevos datos de un
subgrupo de pacientes con leiomiosarcoma uterinoesieidio llamado SAR-3007
llevado a cabo por Janssen Products en el Congieda Sociedad de Ginecologia
Oncolégica de EEUU en San Diego, California. Dentl® los avances para el

tratamiento de cancer de ovario en estos Ultimas a@be destacar que en EEUU
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continua el ensayo clinico pivotal en la indicacd® cancer de ovario llevado a cabo
por Janssen Products. Este estudio constituiraase e un potencial de registro en
EEUU y otros paises donde Yondelis® no esta apmbathvia para tratar el cancer de
ovario. Durante el primer trimestre del 2016 habiete estudios post-aprobacion
activos. Respecto a nuevas combinaciones de teatieatcon otros farmacos para el
tratamiento de cancer de ovario sigue en curscstudi® en fase Il promovido por el

Instituto Mario Negri de Milan que combina trabelite con bevazucimab, utilizado en
la actualidad para tratar diversos tipos de caenecombinacion con otros farmacos
(Pharmamarl, 2016).

7. Conclusiones

A pesar de que mas de la mitad de los medicamestéa basados en productos
naturales terrestres, el ambiente marino puedel seds prometedor a la hora descubrir
nuevas estructuras bioloégicamente activas debigloeaexiste una creciente necesidad
de nuevas terapias. Aunque el medio marino pueileces varios desafios,
afortunadamente, estos problemas se pueden sauciosando estrategias como la
acuicultura farmacéutica, procesos de sintesi®ceppns de semisintesis, por lo que hay
motivos para pensar que los productos naturalesosaseran de gran importancia en
el mercado farmaceéutico del futuro. El éxito de ttabectedina como farmaco
antitumoral tardé bastante tiempo en llegar, sirbango, actualmente estd siendo
comercializado en varios paises repartidos por tadd el mundo y se siguen

desarrollando nuevos estudios que podrian dar liggnandes y prometedores avances.
Concluding remarks

Although more than half of drugs are based on séteg natural products, marine
environment may be the most promising environmerdiscovering new biologically
active structures because there is a growing neednéw therapies. The marine
environment can offer several challenges, but fately, these problems can be solved
using strategies such as pharmaceutical aquaculsyrghesis processes or semi-
synthesis processes so there is reason to behavenarine natural products will be of
great importance in the pharmaceutical market enftiure. The success of trabectedin
as an antitumor drug took a long time to arriveyéeer, it is currently being marketed
in several countries across almost the world andirmoe to develop new studies that

could lead to great and promising progress.
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