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Resumen

Existe una necesidad constante de nuevos medicamentos. La industria farmacéutica
ha reducido paulatinamente su atencién a la bisqueda de nuevos farmacos basados
en moléculas pequeilas para centrarse en el desarrollo de fairmacos bioldgicos o
biofarmacéuticos. Ademas, su interés esta claramente sesgado hacia determinadas
enfermedades que afectan predominantemente a los paises desarrollados. Por tanto,
existe una oportunidad para que los laboratorios académicos, con menos recursos
humanos, materiales y econdémicos, jueguen un papel relevante en las etapas
tempranas de descubrimiento de nuevos farmacos. En este trabajo se describen de
forma cronoldgica algunos programas llevados a cabo por un grupo de investigacion
académico, en colaboracidn con otros equipos, para la identificacién de compuestos
quimicos bioactivos con capacidad para modular la conformacién y la funcién de
proteinas diana implicadas en ciertas enfermedades y que, por tanto, constituyen
puntos de partida para el desarrollo de novedosas estrategias terapéuticas.

Abstract

There is a constant need for new therapeutic agents. The pharmaceutical industry
has gradually reduced its attention to the search for new small molecule-based
drugs in order to focus on the development of biologics or biopharmaceuticals.
Moreover, its interest is clearly biased towards certain diseases that predominantly
affect developed countries. Therefore, there is an opportunity for academic labora-
tories, with fewer human, material and economic resources, to play a relevant
role in the early stages of new drug discovery. This paper describes chronologi-
cally some programs carried out by an academic research group, in collaboration
with other teams, for the identification of bioactive chemical compounds with the
capacity to modulate the conformation and function of protein targets involved in
certain diseases and which, therefore, constitute starting points for the develop-
ment of novel therapeutic strategies.

LA INDUSTRIA FARMACEUTICA Y LOS LABORATORIOS

ACADEMICOS

futuro mas igualitario en cuanto a oportunidades
en los distintos ambitos sociales.

Ante este panorama, la industria farmacéutica

Existe una necesidad constante de nuevos medica-
mentos debido a muy diferentes causas: 1)
ausencia de un tratamiento eficaz para enferme-
dades desatendidas; 2) aparicidon de resistencia a
farmacos y reduccion de eficacia de tratamientos
actuales frente a algunas enfermedades; 3)
incremento de efectos secundarios y de interac-
ciones entre firmacos debido a multimedicacién; y
4) aparicion de nuevas enfermedades emergentes.
Ademas, estos problemas pueden estar asociados a
determinados sectores poblacionales dando lugar
a una situacién continuada de falta de atencién en
una sociedad que hoy dia busca constantemente un
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tiene un papel fundamental en el desarrollo de
farmacos, ya que dispone de los recursos materiales
y humanos necesarios para poder abordar costosos
programas de desarrollo de farmacos que involu-
cran a los necesarios ensayos clinicos que propor-
cionan evidencia cientifica sobre los pardme-
tros de eficacia y seguridad sanitaria de nuevos
farmacos. Sin embargo, la industria farmacéutica
nunca olvida su idiosincrasia empresarial. Y quizas
debido a ello, la situacidon actual presenta ciertas
deficiencias que podrian ser corregidas mediante
la accién conjunta de todas las partes interesadas.

DESCUBRIMIENTO DE FARMACOS: PERSPECTIVA ACADEMICA
Veldzquez-Campoy A
An RANM. 2023;140(03): 270 - 276



En primer lugar, la industria farmacéutica ha
reducido paulatinamente su atencion a la busqueda
de nuevos fairmacos basados en moléculas pequenas
para centrarse en el desarrollo de farmacos
biolégicos (1). Hasta muy recientemente, el arsenal
terapéutico ha estado dominado por los fairmacos
de moléculas pequenas. Los avances recientes en
biotecnologia han permitido la fabricacion de
productos bioldgicos terapéuticos (o biofarma-
céuticos) con propiedades novedosas y ventajas
considerables respecto a las moléculas pequenas:
vacunas, factores de crecimiento e inmunomodu-
ladores, asi como productos derivados de la sangre
y el plasma humanos. El auge de los productos
bioldgicos en los ultimos afos ha sido impresio-
nante. En 2022 siete de los diez farmacos mas
vendidos eran bioldgicos (2).

Si bien la definiciéon de molécula pequeia es
muy clara, la definicién de biolégico es mucho
mas laxa; en general, un bioldgico es cualquier
producto farmacéutico fabricado, extraido sintéti-
camente o semisintéticamente a partir de fuentes
bioldgicas. El ambito de los productos bioldgicos
es muy variado, desde las proteinas recombinantes
(ej. péptidos, anticuerpos, enzimas, interleucinas)
hasta dcidos nucleicos (ej. RNAI, terapia génica,
ediciéon génica), componentes sanguineos, y
terapias celulares y tisulares (ej. terapia con células
CAR-T, trasplantes alogénicos). Las moléculas
pequenas y los bioldgicos difieren sustancial-
mente en sus propiedades fisicoquimicas, que
determinan su mecanismo de accién, farmacodi-
namica y farmacocinética, y gobiernan también
su seguridad y eficacia, e incluso condicionan su
elaboracion y estandares de calidad.

Los farmacos basados en moléculas pequenas
son compuestos quimicos relativamente sencillos
que pueden fabricarse mediante sintesis quimica,
y tienen una masa molecular inferior a 1 kDa.
Pueden administrarse por diversas vias, incluida
la oral, siendo su biodisponibilidad oral la ventaja
mas obvia sobre los bioldgicos. Los biolégicos
suelen requerir vias de administracion sistémicas,
que anade cierta complicacién en su formulacion
y administracion. Las moléculas pequeiias tienen
mayor potencial de inducir efectos secundarios no
deseados en mayor medida debido a su, en general,
menor especificidad que los bioldgicos. Aun asi, los
biolégicos no estdn exentos de riesgos importantes
(ej. inmunogenicidad). También existen diferencias
importantes entre moléculas pequenas y biolégicos
relacionadas con propiedades ADME: debido a
las diferentes propiedades fisico-quimicas, las
diferentes vias de administracién, y los procesos
que sufren en el organismo, los bioldgicos presentan
generalmente una semivida mds larga, un volumen
de distribuciéon mas limitado y un tiempo mas largo
para alcanzar la concentracién maxima. Por otro
lado, las interacciones farmaco-farmaco son menos
frecuentes en el caso de los biolégicos gracias a su
mayor especificidad. Y, en cuanto a la manufac-
tura de los bioldgicos, las medidas de control de
calidad suelen ser incluso mds rigurosas que en
moléculas pequefias, debido a una mayor variabi-
lidad bioldgica, quimica y de produccion.
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Los tratamientos basados en moléculas pequefias
suelen ser mucho menos costosos y mas accesi-
bles que los tratamientos basados en biolégicos,
ya que la manufactura, el control de calidad,
el sistema de administracion y la vigilancia
farmacolégica son mucho mas sencillos vy
requieren menos recursos. Es urgente una reasig-
naciéon de prioridades para que mds pacientes
puedan disfrutar de los beneficios que aportan
los medicamentos de Gltima generacién, muchos
de ellos de origen bioldgico, pero extremada-
mente caros. El éxito real en el descubrimiento
y desarrollo de farmacos debe medirse no sélo
por la magnitud de los avances cientificos, sino
también por el nivel de accesibilidad para los
pacientes.

En segundo lugar, el interés de la industria farmacéu-
tica estd claramente sesgado hacia determinadas
enfermedades que afectan predominantemente a los
paises desarrollados y que, por tanto, proporcionan
un mercado optimo para su produccion: enferme-
dades cardiovasculares, enfermedades neurolo-
gicas, cancer, dolor (3). Por otro lado, las empresas
tarmacéuticas son reacias a invertir en I+D sobre
enfermedades raras y enfermedades que afectan
principalmente a los paises de ingresos bajo y
mediano, principalmente enfermedades infecciosas
como la malaria, el SIDA y la tuberculosis, que
socavan y reducen gradualmente las perspectivas de
futuro de muchos paises, de modo que los escasos
esfuerzos para abordar dichas enfermedades estan
sufragados por instituciones gubernamentales y
entidades filantropicas (4).

Ademas, la externalizaciéon de servicios y
recursos por parte de la industria farmacéutica
ha aumentado en un escenario de gran incerti-
dumbre y volatilidad econémica, implementando
reducciones de costes, globalizacién, desarrollo
acelerado de farmacos, modelos empresariales
innovadores, y avances tecnolégicos. El descubri-
miento y el desarrollo de nuevos firmacos tienen
un alto riesgo y un elevado coste. De cada 10.000
nuevas entidades moleculares que se preparan,
s6lo 1 llega al mercado (representando el 10%
de los candidatos que se evaluan finalmente en
ensayos clinicos), y el proceso suele durar mds
de 10 anos. Muy pocos medicamentos comercia-
lizados llegan a recuperar la importante inversiéon
en I+D+i necesaria para llevarlos a los pacientes
que puede superar los 800 millones de doélares.
El coste de desarrollo y la alta tasa de abandono
de candidatos aumenta progresivamente debido
a un procedimiento que aplica filtros cada vez
mas restrictivos para garantizar la seguridad
sanitaria y evitar problemas a medio y largo
plazo. En este contexto, la proporciéon del gasto
dedicado a la externalizacion ha aumentado en
los ultimos afos, sobre todo en la fase explora-
toria del descubrimiento de farmacos, destacando
la creciente tendencia a recurrir a soluciones de
investigacion externas en una fase temprana del
proceso de descubrimiento de farmacos a través
de un enfoque practico que consiste en identificar
servicios y tecnologias especializados y puntuales
buscando abordajes y perspectivas innovadoras.
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De estas consideraciones previas se puede concluir
que existe una gran oportunidad para que los
laboratorios académicos, con menos recursos
humanos, materiales y econdémicos, pero con
una experiencia, conocimiento, desarrollo cienti-
fico y tecnolégico de alto nivel, jueguen un papel
relevante en las etapas tempranas de descubri-
miento de nuevos farmacos.

En este trabajo se describen algunos de los
programas, llevados a cabo por un grupo de
investigacion académico en colaboraciéon con
otros equipos para la identificacién de compuestos
quimicos bioactivos con capacidad para modular
la conformacién y la funciéon de proteinas diana
implicadas en ciertas enfermedades y que, por
tanto, constituyen puntos de partida para el
desarrollo de novedosas estrategias terapéuticas
basadas en moléculas pequeiias.

CONSIDERACIONES IMPORTANTES PARA AFRONTAR EL
DESCUBRIMIENTO DE FARMACOS

La primera decisién en un proyecto de descubri-
miento de fairmacos concierne a la seleccién de la
necesidad médica no cubierta: una enfermedad
frente a la que se quieren desarrollar agentes
terapéuticos que reviertan la condicién patolé-
gica. Dicha enfermedad puede tener interés
por diferentes causas, como se ha mencionado
anteriormente.

Y una vez seleccionada esa enfermedad, se debe
seleccionar una diana (lugar o elemento de un
organismo donde o sobre el que un farmaco ejerce su
accion y produce una respuesta celular) apropiada:
que esté implicada en el proceso patoldégico, que
sea “tratable” (es decir, manejable, manipulable)
y que sea “druggable” (capaz de interaccionar con
y responder a farmacos). Las dianas de farmacos
mas frecuentes son proteinas, ya que son elementos
ubicuos y realizan funciones esenciales para el
buen funcionamiento de un organismo (transporte,
catalisis, movimiento, regulacién vy sefnaliza-
cién, etc.). Mutaciones que alteran la estructura
y la funcién de una proteina pueden dar lugar a
problemas de actividad, localizaciéon, degrada-
cion, agregacién, etc. que se manifiestan como
una desregulaciéon o funcionamiento anormal
conducente a un estado patoldgico. La seleccion de
una diana adecuada es crucial y determinante para
el éxito del proyecto, pudiendo ser un proceso muy
complejo y dificil en enfermedades poligénicas,
aunque muchas enfermedades son monogénicas.

Las enfermedades se pueden clasificar grosso
modo en enfermedades genéticas (hereditarias o
congénitas) que estan asociadas a una ganancia
de funcién (ej. proteina constitutivamente activa
o proteina que agrega formando ensamblados
toxicos) o a una pérdida de funcidn (ej. proteina
constitutivamente inactiva o que se degrada de
forma muy temprana), y enfermedades invasivas
causadas por la infecciéon de un microorganismo

patdgeno (virus, bacteria o parasito) o la intoxica-
cién o envenenamiento por una sustancia nociva.
Aparte de otros enfoques alternativos, un abordaje
terapéutico comun a todos estos casos consiste en
una molécula pequefia (farmaco) que interacciona
con una molécula diana implicada en la enfermedad
y que modifica la estructura o funciéon de dicha
diana iniciando una respuesta conducente a revertir
la situacion patoldgica. Asi, una molécula pequena
puede unirse a una proteina enddgena asociada con
una enfermedad en un sitio de interaccion especi-
fico y actuar como inhibidor o como rescatador de
funcién, o puede unirse a una proteina exdgena
propia de un microorganismo patdégeno y actuar
como inhibidor, bloqueando una ruta clave
del patdgeno y causandole una “enfermedad” y
provocando una pérdida de viabilidad.

El proceso de descubrimiento de farmacos se
puede dividir en etapas elementales:

1. Seleccién de la diana farmacoldgica. La diana
debe estar validada y debe ser esencial para el
proceso patoldgico.

2. Caracterizacion biofisica de la molécula diana.
El descubrimiento de farmacos se ve benefi-
ciado si se dispone de informacién relevante
sobre la estructura y el comportamiento de
la molécula diana (ej. paisaje conforma-
cional y funcional, mecanismos de regulacion,
biomoléculas interaccionantes).

3. Seleccién de ligandos que interaccionan con
la molécula diana. Esto se puede realizar
computacionalmente o experimentalmente,
empleando  colecciones de compuestos
(quimiotecas) de diferente tamafio y con

diferente diversidad quimica. Se pueden
realizar cribados experimentales molecu-
lares con dianas purificadas in vitro, o

cribados fenotipicos con sistemas celulares u
organismos. En el caso de dianas proteicas el
objetivo es disefar un ensayo rapido y sencillo
que proporcione una respuesta simple (;hay
interaccion?) empleando técnicas que propor-
cionan informacién sobre tamano molecular,
conformacién estructural y funcién, y permita
descartar una gran cantidad de compuestos
quimicos, basado en una propiedad especifica
de una molécula diana particular (ej. inhibi-
cion de una actividad proteasa o una actividad
quinasa) o en una propiedad general de las
proteinas (ej. efecto estabilizador frente a la
desnaturalizacion térmica en una proteina
inducido por la interaccién con un ligando o
aumento de tamafio molecular aparente debido
a agregacion molecular).

4. Evaluacion de candidatos seleccionados.
Ensayos adicionales proporcionan informa-
cion valiosa sobre la interaccion directa de las
moléculas seleccionadas con la diana (target
engagement) y se determinan pardmetros de
interaccion (afinidad, selectividad) y toxicidad
en ensayos in vitro e in cellulo, ademas
de obtener informacién relevante sobre el
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mecanismo de accidén del potencial farmaco.
La evaluacion de posibles efectos secundarios
o toxicos es crucial para abandonar rdpida-
mente candidatos no iddéneos, evitando un
coste posterior adicional considerable.

5. Optimizaciéon de candidatos. Mediante un
procedimiento en el que, partiendo de derivados
funcionales de los candidatos seleccionados,
se repiten los pasos 4 y 5 de forma iterativa,
se obtienen moléculas optimizadas segun
un criterio multiple (afinidad, selectividad,
toxicidad, solubilidad, etc.) sin olvidar que
el mejor farmaco es el que presenta buenas
caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas
de forma conjunta, sin necesidad de destacar
en una sola de ellas. Los ensayos clinicos se
iniciaran con el candidato 6ptimo.

LAS PROTEINAS INTRINSECAMENTE DESORDENADAS
COMO DIANAS FARMACOLOGICAS

Ya se ha mencionado que las proteinas constituyen
una clase muy importante de moléculas diana. Las
proteinas son polimeros lineales de aminoacidos
(veinte, o veintitrés segun se considere, aminoacidos
proteinogénicos, que posteriormente pueden ser
modificados postraduccionalmente). En general, de
forma espontanea adoptan una estructura tridimen-
sional o conformacién bien definida y ordenada en
condiciones “nativas”, es decir, condiciones fisiol6-
gicas normales, denominado estado nativo y que es
requerido para que la proteina sea funcionalmente
activa. Segtin observé Anfinsen (5), en un contexto
dado (es decir, segun las condiciones ambientales),
la secuencia de la proteina (estructura primaria)
determina la conformacién de la macromolé-
cula. El estado nativo, estructurado y plegado, es el
predominante y corresponde a un minimo energé-
tico que esta determinado por la secuencia (estruc-
tura primaria) de cada proteina y condiciones
ambientales nativas, mientras que debido a altera-
ciones en las condiciones ambientales (temperatura,
pH, fuerza idnica, presencia de otras biomoléculas)
la proteina puede adoptar otros estados alterna-
tivos que pueden ser relevantes (fisiolégicamente o
patolégicamente) por sus caracteristicas estructu-
rales y funcionales.

Estas afirmaciones anteriores deben ser matizadas,
ya que, si bien es verdad que gran parte de las
proteinas se comportan de esta manera, también
es verdad que un gran porcentaje de proteinas no
se pliegan de forma espontdnea, sino que necesitan
la ayuda de las llamadas “chaperonas proteicas”,
proteinas que evitan la agregacion de proteinas en
episodios de estrés celular o ayudan al plegamiento
de proteinas. Asimismo, es importante destacar que
hay muchas proteinas que, siendo funcionalmente
activas, no presentan un estado nativo estructu-
rado y bien plegado, sino que adoptan una multitud
de conformaciones interconvertibles de forma muy
dinamica. Estas proteinas se denominan “proteinas
intrinsecamente desordenadas”, de modo que
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pueden estar completamente desordenadas (IDP) o
contener una regiéon o dominio estructural intrinse-
camente desordenado (IDR). Las IDPs no adoptan
una estructura ordenada porque su secuencia y
el contexto usual (disolvente, iones...) no son
suficientes para que tenga lugar el proceso de
plegamiento. Es la interaccidon con alguna biomolé-
cula adicional la que aporta el contexto adicional
apropiado para que muchas IDPs se plieguen al
menos parcialmente (folding-by-binding), aunque
algunas permanecen desordenadas incluso al
interaccionar con otras biomoléculas.

El estudio de las IDPs supone un desafio, ya que
son proteinas con una gran flexibilidad y plasti-
cidad estructural, tienen la capacidad para interac-
cionar con muchas otras biomoléculas con baja
afinidad y elevada especificidad a través de interac-
ciones transitorias y dindmicas, de modo que suelen
ser multifuncionales, y exhiben un comportamiento
muy dindmico y muy dependiente de las condiciones
fisiologicas o patologicas, estando implicadas en
la transduccién de seiales en redes de interaccion
intracelulares y actuando como nodos de interaccion
centrales en dichas redes. Debido a estas caracte-
risticas, muchas IDPs han sido consideradas como
dianas farmacolédgicas relevantes, pero, debido a las
mencionadas caracteristicas, durante mucho tiempo
se consideré que las IDPs eran dianas con poco
potencial practico terapéutico (6).

PROTEINAS DIANA DEPENDIENTES DE ZINC: HEPATITIS C
EINFLAMACION Y CANCER COLORRECTAL

El primer proyecto de descubrimiento de farmacos
de nuestro grupo, que se inicidé cuando me
incorporé en 2003 al Instituto de Biocomputacion
y Fisica de Sistemas Complejos de la Universidad
de Zaragoza, tras regresar de mi estancia posdoc-
toral en el Departamento de Biologia de The Johns
Hopkins University (Baltimore, USA), se centré en
la identificacién de farmacos para la hepatitis C.
En ese momento, atin no habia farmacos eficaces
frente a esta enfermedad, cuyo tratamiento (basica-
mente, ribavirina e interferén) causaba graves
efectos secundarios en los pacientes. Aprovechando
mi experiencia con la proteasa aspartica del virus
VIH-1, decidimos seleccionar la proteasa NS3 del
virus de la hepatitis C como diana farmacoldgica.
Esta proteasa de serina es en realidad un dominio de
la proteina NS3 (proteina no estructural 3) del virus
y es responsable del procesamiento de la polipro-
teina viral que se expresa en células infectadas para
producir las proteinas virales individuales necesa-
rias para que el ciclo viral avance y se formen
particulas viricas infecciosas (7).

Un aspecto muy interesante, y con importantes
consecuencias para el proyecto, de esta proteina
es el hecho de que, ademds del cofactor viral
NS4A (proteina viral accesoria que activa a la
proteasa NS3), la proteasa NS3 necesita un atomo
de zinc como cofactor adicional (8). Como es
una proteina intracelular, no presenta enlaces
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disulfuro para mantener su estructura, como si
ocurre en proteasas estructuralmente similares
(ej. quimotripsina), sino que el dtomo de zinc es
el elemento clave cohesionador de su estructura:
en ausencia de zinc la proteasa NS3 se despliega
considerablemente (alrededor de la mitad de la
estructura se desordena) y en presencia de zinc
adopta una estructura completamente plegada,
e incluso razonablemente activa en ausencia de
NS4A (9-11). La interaccidén con el cofactor zinc
proporciona casi el 80% de la energia de estabiliza-
cion de la estructura molecular de NS3.

El hecho de que la proteasa NS3 presente un estado
parcialmente desplegado en ausencia de zinc no
es una mera curiosidad, sino que es un hecho con
importantes consecuencias fisioldgicas. Debido a la
baja concentracion intracelular de zinc libre (12) y
a que la proteasa NS3 debe plegarse en ese ambiente
desfavorable una vez sintetizada en el ribosoma,
el estado parcialmente desplegado e inactivo en
ausencia de zinc constituye un punto débil de esta
diana y una ventana de oportunidad para actuar
sobre ella con compuestos bioactivos: moléculas
pequeinas que interaccionen con y estabilicen el
estado alternativo no nativo, parcialmente desple-
gado, inactivo que predomina en ausencia de zinc
bloquearan la accién de la proteina actuando como
inhibidores alostéricos.

Teniendo en cuenta esta estrategia, realizamos un
cribado experimental de una quimioteca de 1200
compuestos aprobados por la FDA (Prestwick
Chemical Library) considerando NS3 desprovista
de zinc como diana y detectando alteraciones en
el perfil de desplegamiento térmico (estabilidad
conformacional) de la diana inducidas por la
presencia de compuestos. Mediante este procedi-
miento fuimos capaces de identificar farmacos
conocidos  (reposicionamiento de farmacos)
que interaccionan con la proteasa NS3 libre de
zinc, atrapan y estabilizan la proteina inactiva y
bloquean el ciclo viral (13). La eficacia de estos
compuestos fue confirmada en ensayos con células
empleando un sistema replicon (pseudovirus que
mimetiza la replicaciéon viral y permite cuanti-
ficar con la tasa de replicacion mediante actividad
luciferasa). La eficacia y citotoxicidad de estos
compuestos mostraron caracteristicas promete-
doras: bajo peso molecular, potencia moderada-alta
(EC50 entre micromolar y nanomolar), y citotoxi-
cidad moderada-baja. Como estos inhibidores
mostraban un nuevo mecanismo de accidn, podrian
combinarse con los inhibidores competitivos que
estaban en desarrollo para diseflar una terapia
combinada antiviral altamente activa. Una ventaja
adicional de estos inhibidores alostéricos es que no
se verian afectados por mutaciones de resistencia
usuales que afectan a inhibidores competitivos
(ortostéricos), como pudimos comprobar. Como
curiosidad, también realizamos un cribado experi-
mental utilizando la proteasa NS3 con zinc (activa)
detectando reducciéon en la actividad proteasa
empleando un substrato peptidico FRET (Forster
resonance energy transfer) inducida por la presencia
de compuestos. pero los resultados no fueron tan
destacables (potencia de inhibicién moderada).

Estos compuestos fueron protegidos mediante una
patente internacional e incluso iniciamos algunos
ensayos en ratones infectados con el virus de la
hepatitis C. Desafortunadamente para nosotros,
y afortunadamente para todos, para ese momento
ya habia varios farmacos basados en inhibidores
de la proteasa NS3 con una alta eficacia y elevados
niveles de seguridad que han permitido la curacién
de esta grave enfermedad, de modo que nuestro
trabajo, aun siendo interesante desde el punto
de vista académico, habia perdido su relevancia
terapéutica.

Este proyecto nos hizo recapacitar sobre otras
proteinas dependientes de zinc susceptibles de
ser abordadas con esa misma estrategia experi-
mental, y seleccionamos BFT-3, Bacteroides fragilis
toxin 3 o fragilisina. BFT-3 es una metaloproteasa
dependiente de zinc que es secretada por B. fragilis
y constituye el unico factor de virulencia de esta
bacteria (14). B. fragilis es uno de los principales
comensales en el tracto digestivo humano. Normal-
mente inofensivo, en condiciones disbidticas puede
causar diarrea, abscesos, inflamacién croénica, y
cancer colorrectal. Por tanto, realizamos un cribado
experimental con la quimioteca Prestwick conside-
rando BFT-3 desprovista de zinc como diana y
detectando alteraciones en el perfil de desplega-
miento térmico (estabilidad conformacional) de la
diana inducidas por la presencia de compuestos.
De nuevo, fuimos capaces de identificar farmacos
conocidos (reposicionamiento de farmacos) que
interaccionan con BFT-3 libre de zinc, atrapan
y estabilizan la proteina inactiva, bloqueando la
actividad de la toxina (15). La eficacia de estos
compuestos fue confirmada en ensayos in vitro
e in cellulo, e incluso pudimos obtener la estruc-
tura cristalografica de varios complejos enzima-
inhibidor, en colaboraciéon con el grupo de F
Xavier Gomis-Ruth (IBMB, Institute of Molecular
Biology of Barcelona), en los que se pudo observar
la interaccion de estos compuestos localizados en
un exositio (alostérico) alejado del sitio activo de la
toxina (pdb: 7POL, 7POO, 7POQ, 7POU).

UN CASO EXITOSO DE FARMACOS FRENTE A UNA IDP:
CANCER PANCREATICO

En 2013 nuestro grupo inicié una colaboraciéon
con Juan Iovanna (CRCM, Centre de Recherche en
Cancérologie de Marseille) y José Luis Neira (UMH
Universidad Miguel Hernandez, Elche) paraestudiar
interacciones de la proteina NuPR1 (también
conocida como p8 y COMI) con otras biomolé-
culas. Juan Iovanna es un experto mundialmente
reconocido en cancer pancreatico y descubridor
de NuPRI como proteina de estrés celular que
promueve crecimiento, proliferaciéon, migracién e
invasiéon celular, y progresiéon tumoral, asi como
reparacion de DNA entre otras muchas funciones,
que aparece sobreexpresada en pancreatitis aguda

adenocarcinoma ductal de pancreas (PDAC)
(16,17). El silenciamiento o la pérdida de NUPRI
provocan la reduccién de proliferacion, migracion,
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invasién, metastasis y, en resumen, detencién del
proceso neopladsico. Por tanto, pudimos concluir
que NuPR1 representaba una diana apropiada para
abordar el descubrimiento de farmacos frente a
PDAC basados en moléculas pequenas que interac-
cionan con y bloquean NuPR1. PDAC es un tipo de
cancer muy agresivo, con una tasa de supervivencia
muy baja, con un diagndstico tardio y dificil. Muy
pocos pacientes pueden optar por reseccion quirtdr-
gica y las terapias actuales frente a PDAC son muy
agresivas y poco eficaces.

Uno de los principales retos a los que nos enfren-
tamos en ese momento fue el hecho de que
NuPR1 es una proteina de unos 8 kDa comple-
tamente desordenada (IDP) e interacciona con
muchisimas otras proteinas (ej. MSLI, protimo-
sina alfa). Por tanto, en principio no se podrian
aplicar herramientas tradicionales desarrolladas
para proteinas plegadas, ni habia garantia alguna
de que, una vez identificada una molécula pequeia
que bloquease una interaccidn proteina-proteina que
implicase a NuPR1, también bloquease su interac-
cién con otras biomoléculas. Sin embargo, nuestra
hipétesis consistié en suponer que, si una molécula
pequena interacciona con NuPR1, podria inducir una
pequena estructuracion (como ocurre cuando NuPR1
interacciona con otras proteinas) que se podria
observar mediante un cambio del perfil de desnatu-
ralizacion térmica. Por tanto, realizamos un cribado
experimental con la quimioteca Prestwick conside-
rando NuPR1 como diana y detectando alteraciones
en el perfil de desplegamiento térmico de la diana
inducidas por la presencia de compuestos. Fuimos
capaces de identificar 15 compuestos que interaccio-
naban con NuPR1 con afinidad moderada (constante
de disociacidn en el rango micromolar), similar a la
afinidad de interaccion de NuPR1 con otras proteinas
(18). Incluso, estos compuestos interaccionaban con
dos aminoacidos concretos de NuPR1: Ala33 y Thr68,
de modo similar a otras proteinas. En particular, uno
de los compuestos, trifluoperazina (TFP), en ensayos
celulares con células tumorales mostraba un efecto
citotéxico dependiente de la presencia de NuPRI.
Mediante ensayos in vitro e in cellulo pudimos
comprobar como TFP inhibia interacciones de NuPR1.
Ademis, en ratones con tumores humanos xenoinjer-
tados se observo la paralizacion del crecimiento del
tumor con una dosis de 10 mg/kg. Desafortunada-
mente, TFP presentaba efectos secundarios.

A pesar de estos efectos secundarios, este resultado
constituyo un éxito que fue seitalado en un informe
del World Economic Forum (conocido coloquial-
mente como Foro de Davos) de 2019, donde se
menciona que cientificos de Espafia y Francia
habian demostrado que era posible encontrar un
potencial firmaco (TFP) frente a una IDP (NuPR1),
un hito reconocido como una de las 10 Tecnolo-
gias Emergentes Mds Destacadas de 2019 (19). Por
tanto, teniendo ya una colaboracién en marcha
entre nuestros laboratorios y teniendo resultados
muy positivos, quisimos seguir avanzando. Para ello
fue esencial la colaboracién con Yi Xia (Chongqing
University), Ling Peng (CINaM, Centre Interdis-
ciplinaire de Nanoscience de Marseille, Marseille)
y Bruno Rizzuti (NANOTEC, Institute of Nanote-
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chnology of the National Research Council, CNR),
expertosensintesis quimica, evaluacion de toxicidad
celular y animal, y modelizacién computacional de
biomoléculas, respectivamente. Varios derivados
funcionales de TFP fueron sintetizados y uno de
ellos, ZZW-115, demostré una mayor afinidad en
ensayos in vitro y una mayor eficacia bioldgica en
ensayos con lineas celulares de diversos tipos de
cancer, no s6lo PDAC (NuPRI se sobreexpresa en
muchos otros tipos de cancer) (20,21). Sorpren-
dentemente, ZZW-115 eliminaba el tumor con una
dosis de 5 mg/kg en ratones xenoinjertados.

La accién biolégica de ZZW-115 demostrd tener
multiples facetas. Por un lado, ZZW-115 interac-
ciona con la secuencia NLS de NuPR1, impidiendo
la interaccién con importina a y la internalizacién
nuclear, siendo el ntcleo su localizacién natural de
accion. Debido a esto, NuPR1 no puede participar en
la reparacion del DNA, reforzandose de esta manera
la accién quimioterdpica de agentes genotoxicos
antineoplasicos. Ademads, ZZW-115 induce muerte
celular por necroptosis y por apoptosis, ademas de
catastrofe metabdlica reflejada en una reduccién
considerable de sintesis de ATP.

ZZW-115 fue protegido mediante patente interna-
cional, pero fue abandonada al surgir nuevamente
un problema recurrente en descubrimiento de
farmacos: los efectos secundarios. ZZW-115
interacciona con el canal de potasio hERG, con un
posible efecto retardante de la repolarizaciéon del
intervalo QT del potencial de accién cardiaco y que
puede conducir a arritmias (torsades de pointes)
y desenlace fatal. Aunque muchos farmacos en
uso presentan efectos secundarios considerables,
en particular, muchos farmacos antineoplasicos
presentan cardiotoxicidad, tuvimos que reconocer
que no seria posible continuar con el desarrollo de
ZZW-115. La toxicidad cardiovascular sigue siendo
una de las principales causas de abandono durante
el desarrollo preclinico y clinico, ademas de contri-
buir a la retirada de fairmacos tras su aprobacion.

En la actualidad seguimos trabajando en la identi-
ficacion de nuevas estructuras moleculares para
moléculas pequefias que sirvan como punto de
partida para descubrir nuevos farmacos frente
a PDAC, que permitan aliviar la carga sanitaria,
social y economica de esta enfermedad. Pero esto
forma parte de otra historia...

CONCLUSIONES

Se han descrito brevemente tres ejemplos de
descubrimiento de farmacos frente a proteinas
diana asociadas con enfermedades relevantes:
hepatitis C, inflamacién y cancer colorrectal, y
cancer pancreatico. Ademds, estas dianas son
proteinas intrinsecamente desordenadas, lo que
anade una enorme dificultad al reto de identificar
potenciales fairmacos. Hasta hace pocos anos, las
IDPs se habian considerado como dianas inaborda-
bles farmacolégicamente (undruggable), y nuestro
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grupo, en colaboracién con otros investigadores,
ha proporcionado uno de los primeros ejemplos
de potenciales farmacos eficaces frente a una IDP
relevante. Con estos ejemplos se pone en evidencia
como los laboratorios académicos pueden tener
un papel clave en el descubrimiento de farmacos,
desde la caracterizacién de la diana hasta la realiza-
cién de ensayos preclinicos necesarios para poder
avanzar hacia la fase clinica con candidatos con una
minima garantia de éxito. Ademds, se han descrito
dos estrategias terapéuticas novedosas para
bloquear la funcién de una proteina diana basadas
en moléculas pequenas: estabilizaciéon de confor-
maciones inactivas alternativas al estado nativo en
la proteina diana, e inhibiciéon de la internaliza-
cion nuclear de la proteina diana empleando como
blanco su secuencia de localizacion nuclear (NLS).
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