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1. BREVE PRESENTACION DEL TEMA: MOLECULAS PEQUENAS, SUS DIA-
NAS Y CRIBADO DE FARMACOS

Aligual que millones de ciudadanos trabajan y conviven en el ecosistema urba-
no, los componentes celulares, incluidas las moléculas pequenas, interactian cons-
tantemente entre si y con su entorno, participando en innumerables transacciones
de energia y materia que dan vida a nuestro organismo. Si bien la investigacion
biologica actual se enfoca en gran medida en las biomacromoléculas, las moléculas
pequenas también desempenan un papel vital en el metabolismo, la biosintesis y la
senalizacion en las redes reguladoras y neuronales.

Historicamente, la industria farmacéutica ha recurrido a las moléculas peque-
nas para combatir enfermedades. Estas moléculas pueden disenarse para inhibir o
promover reacciones enzimaticas mediante el bloqueo del sitio activo o mediante
modificaciones alostéricas o covalentes de las enzimas o receptores diana. Tam-
bién pueden afectar interacciones proteina-proteina o proteina-acido nucleico.
Ademas, algunas moléculas pequenas farmacéuticamente activas ejercen su efecto
solo después de modificaciones quimicas posteriores (enzimaticas o no) a la forma
inicialmente administrada. [ Rautio, J. et al. 2008].

Debido ala amplia gama de posibles interacciones (Figura 1), determinary elu-
cidar el mecanismo de accién preciso de una molécula pequena activa especifica
es un desafio importante en el desarrollo de farmacos. La comprensiéon adecuada
del mecanismo de acciéon de una molécula puede mejorar su especificidad, selecti-
vidad y eficacia, mientras se descubren nuevos mecanismos de enfermedad y dianas
alternativas para el tratamiento.

Gracias a los recientes avances en las metodologias de andlisis genoémico, me-
tabolémico y proteémico de alto rendimiento, ahora podemos elaborar mapas de
interacciones de los diversos componentes celulares y evaluar el estado de una cé-
lula viva de forma dinamica y cuantitativa, lo que abre nuevas oportunidades para
comprender la actividad de los farmacos y las enfermedades.

Al considerar el perfil de dianas de las moléculas pequenas, es importante de-
finir los términos utilizados. En este trabajo, una diana es el constituyente celular
con el que la molécula pequena interactia, provocando un cambio en el compor-
tamiento celular o iniciando una cascada de senalizacién que genera un efecto es-
pecifico. En la mayoria de los casos, la diana es una proteina, una enzima a inhibir
selectivamente o un receptor que debe incapacitarse o activarse. Aunque también
puede haber otras dianas potenciales.

La deteccién y cuantificacion de la interaccion molécula pequena-proteina
permite la identificacion de potenciales farmacos. Una de las estrategias mas utili-
zadas para ello es el cribado cuantitativo de alto rendimiento (HTS) de moléculas
pequenas siendo una disciplina muy amplia y que abarca diversas tecnologias de
ensayo, tanto cuantitativas como cualitativas, que implican un ensayo y un diseno
cuidadosamente elaborados basados en el conocimiento de la diana terapéutica
que se pretende abordar. Hay enfoques que involucran el cribado de toda una bi-
blioteca de moléculas pequenas generada por quimica combinatoria frente a miles
de dianas potenciales a escala proteémica sin conocimiento previo, para lo que
utilizan ensayos que se llevan a cabo in silico, in vitro e in vivo.
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Aqui se mostraran algunas de las tecnologias de HTS de moléculas pequenas
mas comunes y se enfatizara en aquellas que identifican aquellas que se unen a una
proteina determinada mediante un cribado quimico de bibliotecas de compuestos.
Se expondra un ejemplo de cribado sobre una proteina con unas caracteristicas
estructurales especiales mediante la utilizacion de una estrategia pionera.

Figura 1. Algunas de los tipos de interacciones en los que participan las moléculas pequenas
dentro de un sistema celular vivo. Adaptada del libro Osada, H. (2009). Protein Targeting with
Small Molecules: Chemical Biology Techniques and Applications. Alemania: Wiley.

2. DIANAS PROTEICAS Y SU PAPEL CLAVE EN EL DESCUBRIMIENTO DE
NUEVOS FARMACOS

2.1. Las proteinas y su funcién biologica

Las proteinas son moléculas esenciales para la vida y constituyen una de las cua-
tro clases principales de macromoléculas biologicas, junto con los dcidos nucleicos
(como el ADNy el ARN), los lipidos (grasas) y los polisacaridos (azicares). Lo que
hace que las proteinas sean verdaderamente notables es su versatilidad y capacidad
para realizar una amplia variedad de funciones vitales en los organismos.

Estan formadas por cadenas de aminodcidos que se unen mediante enlaces
peptidicos. Cada aminodcido, a su vez, consta de tres componentes clave: un grupo
amino (-NHZ2), un grupo carboxilo (-COOH) y una cadena lateral tinica llama-
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da grupo R (Figura 2). Es precisamente esta cadena lateral la que otorga a cada
aminoacido sus caracteristicas distintivas. Las cadenas laterales varian en tamano,
forma, carga e hidrofobicidad. Ademas, la mayoria de los aminoacidos son quira-
les, lo que significa que pueden existir en dos formas estereoisoméricas, conocidas
como enantiomeros, siendo el enantiomero «L» el que se utiliza en la naturaleza
para construir proteinas.

Figura 2. Figura extraida del libro Protein Structure Essays in Biochemistry 2020.

La investigacion académica frente al desafio de descubrir nuevos farmacos
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Cuando se ensamblan cadenas de aminoacidos, las proteinas no permanecen
como cadenas lineales. Estas cadenas se pliegan sobre si mismas debido a las inte-
racciones débiles, pero fundamentales entre las cadenas laterales y los grupos del
esqueleto peptidico. Estas interacciones incluyen enlaces de hidrogeno, fuerzas de
Van der Waals, interacciones electrostaticas y efecto hidrofébico. Esta capacidad de
plegamiento permite que las proteinas adquieran una estructura tridimensional
Unica.

La diversidad de proteinas es asombrosa y se debe a dos factores principales: la
secuencia unica de aminoacidos en una cadena y como esa cadena se pliega para
formar una estructura tridimensional especifica. Esta versatilidad estructural se tra-
duce en una versatilidad funcional igualmente impresionante. Las proteinas pue-
den actuar como enzimas, catalizando reacciones quimicas en el cuerpo. También
pueden desempenar un papel en la comunicacién celular al unirse especificamen-
te a otras moléculas, como hormonas. Ademas, algunas proteinas funcionan como
elementos estructurales en las células y tejidos, proporcionando soporte y forma.

Asi pues, las proteinas juegan roles fundamentales en los seres vivos, abarcando
una amplia gama de funciones vitales, desde su funcién estructural como el cola-
geno y la queratina, hasta su papel regulador como Ia insulina y la hormona del
crecimiento, pasando por su funcién como transportador en el caso de la hemog-
lobina y su importancia en el sistema inmunolégico como anticuerpos [Berg, J. M.
et al. 2015; Nelson, D.L. et al. 2017]. Ademas, ejercen funciones enzimaticas como
la sacarasa y la pepsina, y son cruciales para la contracciéon muscular, en el caso de
la actina y la miosina. Asimismo, participan en la homeostasis celular al mantener
el pH y son esenciales en la transduccién de senales a través de proteinas como la
rodopsina, ademas de desempenar funciones protectoras o defensivas mediante
moléculas como la trombina y el fibrin6geno o los anticuerpos. La versatilidad y
diversidad de las proteinas las convierten en componentes esenciales en los pro-
cesos bioquimicos de las células, lo que las convierte en dianas cruciales para una
multitud de procesos. Algunas de las dianas proteicas mas importantes en biologia
incluyen las proteinas transportadoras, las proteinas estructurales, las enzimas y los
receptores. Estas dianas son puntos clave de regulacion en las vias metabdlicas y de
senalizacion celular, lo que las hace altamente relevantes para el descubrimiento y
desarrollo de nuevos farmacos (Figura 3).

Cuando una pequena molécula interacciona con una proteina, puede alterar
su estructura o funcioén, lo que puede tener consecuencias terapéuticas o téxicas.
Esta interaccion selectiva con las dianas proteicas es la base para el diseno de far-
macos que pueden actuar de manera especifica en ciertos procesos celulares y abrir
nuevas vias para el tratamiento de enfermedades.

Las interacciones entre una proteina y una molécula pequena pueden ser de
diversos tipos [ Mannhold, R. et al. 2006], y entre las mas frecuentes se encuentran
las interacciones no covalentes. Estas interacciones son esenciales para que las
proteinas y las moléculas pequenas se unan temporalmente y se complementen
entre si para desencadenar una respuesta biologica especifica. Los enlaces de hidro-
geno son un tipo comun de interaccion no covalente que se da entre un atomo de
hidrégeno y un atomo electronegativo (como oxigeno, nitrégeno o flior). Estos
enlaces son relativamente débiles, pero altamente especificos, lo que permite que
se formen y rompan rapidamente para permitir cambios conformacionales y ajus-
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Figura 3. Figura que ilustra las funciones de las proteinas en los seres vivos. (Creado con BioRender.com)

Figura 4. Figura que ilustra los tipos de interacciones no covalentes que pueden presentarse entre una
proteina y moléculas pequenias. hitps://doi.org/10.1371/journal.pone.0169607.g001
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tes en la estructura de la proteina. Otra forma de interacciéon no covalente es la
inleraccion ionica, que se produce entre grupos cargados opuestamente en la pro-
teina y la molécula pequena. Estas interacciones electrostaticas pueden ser muy
fuertes y contribuyen a la estabilidad de la union proteina-molécula pequena. Las
fuerzas de Van der Waals también son interacciones no covalentes cruciales. Estas
fuerzas se deben a fluctuaciones momentaneas en la distribucion de electrones
alrededor de los atomos, lo que crea una atracciéon débil pero significativa entre
la proteina y la molécula pequena. Ademas, las interacciones hidrofébicas juegan
un papel importante en la unién de proteinas a moléculas pequenas. Las partes
hidrofébicas de la proteina tienden a agruparse con las partes hidrofébicas de
la molécula pequena, alejandose del ambiente acuoso y aumentando la afinidad
entre ambos (Figura 4).

Estas interacciones no covalentes son reversibles, lo que permite que la protei-
na se unay se separe de la molécula pequena en respuesta a senales o cambios en
el entorno celular. Esta plasticidad en las interacciones proteina-molécula pequena
es fundamental para la regulacion precisa de procesos biologicos y para que los
farmacos puedan ejercer su accion de manera selectiva y temporal.

En resumen, las interacciones no covalentes entre proteinas y moléculas pe-
quenas son fundamentales para una amplia variedad de procesos biolégicos y son
el punto de partida para el diseno de farmacos que pueden modular especifica-
mente las respuestas celulares.

2.2. Plegamiento de proteinas

2.2.1. Estructura de las proteinas

Recordemos que las proteinas exhiben una jerarquia estructural compuesta
por cuatro niveles distintos que determinan su forma y funcién:

1. Estructura Primaria: Este nivel describe la secuencia especifica de aminoacidos
en una cadena polipeptidica. Cada aminodcido se denomina residuo y se une
al siguiente mediante un enlace peptidico. La estructura primaria también in-
cluye la ubicacion de los enlaces disulfuro, que son enlaces covalentes entre
residuos de cisteina. Estos enlaces son cruciales para estabilizar la estructura
proteica.

2. Estructura Secundaria: La estructura secundaria se forma debido a los enlaces
de hidrégeno regulares entre los grupos C=O y NH en el esqueleto peptidico.
Los enlaces peptidicos no pueden rotar debido a su caracter de doble enlace
debido a la estabilizacién por resonancia. Esto da lugar a la formacion de dos
tipos principales de estructuras secundarias: hélices a y laminas . Las hélices
a son hélices diestras, mientras que las laminas  son cadenas polipeptidicas
extendidas que pueden ser paralelas o antiparalelas.

3. Estructura Terciaria: La estructura terciaria se refiere a la disposicion tridimen-
sional de los motivos estructurales secundarios en una proteinay es el resultado
de las interacciones entre las cadenas laterales (grupos R) de los aminoacidos
y como las estructuras secundarias se pliegan y se organizan en la proteina
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completa. Esta estructura determina la forma global de la proteinay es esencial
para su funcién biolégica.

4. Estructura Cuaternaria: Solo se aplica a proteinas compuestas por multiples ca-
denas polipeptidicas llamadas subunidades. En la estructura cuaternaria, estas
subunidades interactian y se organizan para formar un complejo proteico mas
grande. Un ejemplo clasico es la hemoglobina, que consta de cuatro subuni-
dades. La estructura cuaternaria es esencial para la funcién de proteinas que
funcionan como complejos multicomponentes.

En resumen, la estructura de una proteina es una jerarquia compleja que co-
mienza con la secuencia de aminoacidos (estructura primaria), se organiza en pa-
trones regulares (estructura secundaria), se pliega en una forma tridimensional
Unica (estructura terciaria), y en algunos casos, se combina con otras subunidades
(estructura cuaternaria) para realizar su funcion biolégica. Esta diversidad de ni-
veles estructurales permite a las proteinas llevar a cabo una amplia variedad de
funciones vitales en los organismos (Figura 5).

Figura 5. Figura que los diferentes niveles de plegamiento de una proteina. (Creado con
BioRender.com)
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2.2.2. El Plegamiento de Proteinas: Como adquieren su estructura biologicamente activa

La estructura tridimensional (3D) que exhibe una proteina es crucial para su
funcién. El proceso de plegamiento de proteinas es el camino que una cadena de
aminodcidos sigue para adoptar su estructura 3D nativa y biolégicamente activa.
Este proceso es fundamental para la vida y ha sido un area de estudio fundamental
durante mas de seis décadas.

Los Primeros Pasos en Comprender el Plegamiento de Proteinas:

Linus Pauling y los Enlaces de Hidrogeno: En la primera mitad del siglo XX, Linus
Pauling y sus contemporaneos sentaron las bases para el estudio del plegamien-
to de proteinas. Identificaron los enlaces de hidrégeno y los enlaces peptidicos
como elementos cruciales que estabilizan las estructuras proteicas [ Pauling, L. et al.
1951A; Pauling, L. et al. 1951B].

William Astbury y la Estructura Proteica: William Astbury contribuy6 significativa-
mente al entendimiento de las estructuras de proteinas, investigando tanto protei-
nas fibrosas como globulares. Su trabajo proporcion6 las bases para exploraciones
futuras sobre como se pliegan las proteinas [Astbury, W. T. et al. 1931].

Dorothy Hodgkin y Max Perutz: Cientificos notables como Dorothy Hodgkin y
Max Perutz avanzaron en el campo al determinar las estructuras de proteinas clave,
como la insulina y Ia hemoglobina, utilizando la cristalografia de rayos X. Estos lo-
gros revelaron detalles esenciales sobre las conformaciones proteicas [ Cordes, M.H.
et al. 1996].

La Termodinamica del Plegamiento de Proteinas:

Experimento de Anfinsen: En 1961, Christian Anfinsen realiz6 un experimento
trascendental que estableci6 la base termodinamica del plegamiento de proteinas.
Utilizando ribonucleasa A, una enzima de 124 aminoacidos, demostr6 que el ple-
gamiento hacia una estructura biol6gicamente activa es independiente de factores
celulares que podrian afectar a los parametros cinéticos, hasta que se alcanza una
estructura termodindmica estable bajo condiciones fisiolégicas particulares [ Anfin-
sen, C.B. et al. 1961]. Con este hallazgo obtuvo el Premio Nobel en 1972 e introdujo
la idea de plegamiento de proteinas in vitro. Aunque parecia que el cédigo de ple-
gamiento de una proteina estaba incrustado en la secuencia de aminoacidos subya-
cente y el entorno celular tenia poca influencia en las propiedades de plegamiento
de una proteina, era imperativo descifrar las propiedades celulares que influyen en
la estabilizacion de las conformaciones secundarias y terciarias.

La paradoja de Levinthal: Es un concepto intrigante que aparece con un hallazgo
importante surgido de las observaciones de Cyrus Levinthal en 1969. Esta paradoja
estd relacionada con la rapidez con la que una proteina podria plegarse de manera
aleatoria y espontdnea en su estructura tridimensional nativa. Levinthal observé
por primera vez que las proteinas podian adoptar rapidamente sus estados nativos
en solo unos pocos microsegundos, lo que contradecia fuertemente la idea de que
las proteinas realizaran una busqueda aleatoria de todas las configuraciones posi-
bles.

Aqui estd el meollo de la paradoja: si una proteina tuviera que probar todas y
cada una de las posibles conformaciones tridimensionales para encontrar su estruc-
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tura nativa, esto tomaria un tiempo astronémicamente largo. Es decir, una proteina
grande podria tener una cantidad practicamente infinita de configuraciones posi-
bles, y, si se probara una por una, llevaria mucho mas tiempo del que realmente se
requiere en la naturaleza para que la proteina se pliegue correctamente. Sin embar-
go, en la realidad, las proteinas se pliegan de manera sorprendentemente rapida y
eficiente, en cuestion de milisegundos o menos, en lugar de los millones de anos que
tomarian segun el enfoque de prueba y error sugerido por la paradoja de Levinthal.

La resolucion de esta aparente paradoja radica en el concepto de que el plega-
miento de proteinas no sigue un proceso completamente aleatorio. En cambio, las
proteinas parecen seguir rutas de plegamiento especificas, altamente organizadas
y energéticamente favorecidas. Estas rutas de plegamiento estan influenciadas por
las propiedades intrinsecas de la secuencia de aminodcidos y las interacciones entre
los residuos de aminoacidos.

En otras palabras, en lugar de explorar todas las configuraciones posibles, las
proteinas siguen una serie de pasos dirigidos por la energia, que les permiten en-
contrar rapidamente su estructura nativa. Esto se debe a que existen fuerzas de
atraccion y repulsion entre los atomos en la cadena de proteinas, y estas fuerzas
energéticas dirigen la proteina hacia su conformacién mas estable, que es su estruc-
tura nativa funcional.

Por tanto, la paradoja de Levinthal plantea una pregunta fundamental sobre
c6mo las proteinas pueden plegarse tan rapido y eficientemente, y la respuesta ra-
dica en la naturaleza altamente organizada y guiada por la energia del proceso de
plegamiento de proteinas en lugar de un enfoque aleatorio puro. Esto demuestra
la asombrosa eficiencia de la maquinaria molecular en nuestras células.

Ll Paisaje Energético del Plegamiento: La «<nueva vision» o «vision del paisaje ener-
gético», surgida en la década de 1990, cambi6 nuestra comprension del proceso
de plegamiento (Figura 6). Esta vision describe el proceso como un diagrama de
embudo, donde la anchura del embudo representa las conformaciones posibles y la
profundidad representa la estabilidad. Las estructuras nativas se ubican en el punto
mas bajo, mientras que las conformaciones no nativas tienen mayor entropia. Esta
vision ayuda a comprender como las proteinas encuentran su estructura nativa en
un espacio conformacional vasto [Dill, K.A. et al. 1997].

Modelos y Caminos en el Plegamiento de Proteinas

A'lo largo del tiempo, se han propuesto varios modelos para explicar como las
proteinas se pliegan. Estos incluyen el modelo de crecimiento de nucleacion, el
modelo de difusion-colision-adhesion, el modelo de marco, el modelo de colapso
hidrofébico, el modelo de rompecabezas y el modelo de condensaciéon de nuclea-
cion [ Wetlaufer, D.B. et al. 1973; Karplus, M. et al. 1976; Baldwin, R.L. et al 1989; Dill,
KA. et al. 1985; Harrison, S.C. et al 1985; Fersht, A.R. et al. 2002; Fersht, A.R. et al.
1995]. Cada uno de estos modelos aborda el proceso de plegamiento desde una
perspectiva Unica, lo que ha contribuido a nuestra comprension.

Factores que Regulan la Velocidad de Plegamiento

La velocidad de plegamiento de una proteina se relaciona con su topologia es-
tructural. Por ejemplo, las hélices a y los giros tienden a plegarse mas rapidamente
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que las laminas B. Otros factores, como la longitud de la cadena, el contenido de
estructura secundaria y la distancia de contacto entre residuos, también influyen en
la velocidad de plegamiento [ Grantcharova, V. et al. 2001; Plaxco, K-W. et al. 1998].

Figura 6. Ilustracion de posibles paisajes energéticos. En el eje vertical se representa la
energia libre sin considerar la entropia conformacional, una “energia libre interna». Un
punto en la superficie representaria una conformacion, que a su vez contiene un nimero
elevado de grados de libertad. Frente a un escenario en el que el paisaje energético es
plano excepto para el estado nativo, como se asume en la paradoja de Levinthal que
implicaria una busqueda al azar entre conformaciones equiprobables, el estado nativo (N)
podria ser alcanzado mas rdpidamente desde un estado desnaturalizado (A) si existiera
un camino en la superficie energética preferente (A). Un paisaje en forma de embudo
(B) permitiria considerar conjuntos estadisticos de conformaciones energéticamente mas
favorables. De este modo la proteina alcanzaria el minimo de energia (control termodi-
namico) pero habria multiples caminos. En un paisaje mas realista (C) hay que consi-
derar que la superficie no es suave porque existen fuentes de frustraciéon. https://doi.
org/10.1038,/nsb0197-10.

Avances en Prediccion y Diserio de Proteinas

Los avances en informatica y bioinformatica han permitido desarrollar algo-
ritmos de prediccion de estructuras secundarias y, en algunos casos, estructuras
terciarias a partir de secuencias de aminoacidos. Esto es fundamental para la inves-
tigacion biomédica y la ingenieria de proteinas [Rost, B. et al. 2001].

Regulacion Celular y Enfermedades: El Papel de las Chaperonas

Son componentes esenciales del proceso de plegamiento de muchas proteinas
en las células. Su papel principal radica en garantizar que las proteinas se plieguen
adecuadamente hacia su estructura tridimensional nativa y funcional. Esta funcion
es de suma importancia, ya que el plegamiento incorrecto de las proteinas puede
tener graves consecuencias, incluyendo enfermedades y disfunciones celulares [ Fer-
sht, A.R. et al. 2002].

Estas proteinas especializadas tienen multiples funciones, pero una de las mas
importantes es actuar como «guias» para las proteinas recién sintetizadas o par-
cialmente desplegadas. A medida que una proteina emerge de la maquinaria de
sintesis proteica o si se despliega debido a condiciones estresantes celulares, las
chaperonas pueden interactuar con ella.

Las chaperonas ayudan a evitar que las proteinas se plieguen incorrectamente
o se agreguen en agregados no funcionales. Esto es crucial porque, en condiciones
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normales, las proteinas pueden tener multiples caminos posibles para plegarse,
algunos de los cuales pueden llevar a estructuras incorrectas o a la formacion de
agregados que son téxicos para la célula (Figura 7).

Las chaperonas funcionan de diferentes maneras. Algunas actian como «bol-
sas de proteccién», envolviendo parcialmente a la proteina y evitando asi que in-
teractie con otras proteinas o superficies hidrofébicas. Otras chaperonas pueden
ejercer una fuerza mecanica sobre la proteina, ayudandola a alcanzar su estructura
nativa. En algunos casos, las chaperonas pueden proporcionar un entorno local
6ptimo para el plegamiento al crear un ambiente menos polar y mas propicio para
las interacciones hidrofébicas.

La importancia de las chaperonas se hace evidente en enfermedades relacio-
nadas con el plegamiento de proteinas, como las enfermedades pri6nicas y las ami-
loidosis (ej: enfermedad de Alzheimer), donde las proteinas se pliegan de manera
incorrecta y forman agregados perjudiciales. En resumen, las chaperonas proteicas
son guardianes celulares esenciales que desempenan un papel fundamental en ga-
rantizar que las proteinas se plieguen correctamente y que las células funcionen de
manera saludable.

Figura 7. En este diagrama se representan los posibles estados energéticos por los que puede
pasar un polipéptido durante su plegamiento/desplegamiento. Los factores proteostasicos
que dirigen los cambios de estado del péptido desde un estado de « péptido no plegado «
(PNP) hasta un péptido en estado nativo o péptido plegado (PP) pasando por estados inter-
medios de « proteina desplegada « (PD). Este ultimo estado es proclive a formar agregados
amorfos (AA) que pueden unirse entre si generando agregados proteinicos no funcionales
e imposibles de degradar (APNF). https://onx.la/Oaed?2.
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Aplicaciones Futuras (y presentes)

Predecir la estructura 3D de las proteinas es uno de los grandes desafios funda-
mentales en biologia. Al resolver este desafio, podemos profundizar drasticamente
nuestra comprension de la salud humana, las enfermedades y nuestro medio am-
biente, especialmente en areas como el diseno de medicamentos y la sostenibili-
dad. En la actualidad, se estan desarrollando aplicaciones que proporcionan acceso
abierto a mas de 200 millones de predicciones de estructuras de proteinas para
acelerar la investigacion cientifica.

Un ejemplo en este momento de este tipo de aplicaciones es AlphaFold [ Jum-
per; J. et al. 2021] (https://alphafold.ebi.ac.uk). Se trata de una plataforma desarro-
llada por DeepMind que utiliza el aprendizaje profundo para predecir la estructura
tridimensional de las proteinas con una precision sin precedentes.

Esta tecnologia tiene una serie de aplicaciones y beneficios potenciales:

e Comprender la Biologia Molecular al ofrecer una vision detallada de como se plie-
gan las proteinas, paso fundamental para comprender la biologia molecular y
ayudar a responder las preguntas sobre como funcionan las proteinas y como
interactian en los procesos biologicos.

®  Diseno de Medicamentos al ayudar a identificar dianas farmacolégicas y disenar
farmacos que se unan de manera especifica a estas proteinas.

®  Biologia Sintética para disenar nuevas proteinas o modificar las existentes para
realizar funciones especificas, como la detecciéon de enfermedades o la produc-
cion de productos quimicos.

o Investigacion en Enfermedades, por ejemplo, en el caso de enfermedades neuro-
degenerativas como el Alzheimer o el Parkinson, comprender como se pliegan
ciertas proteinas puede arrojar luz sobre su papel en estas enfermedades.

®  Biolecnologia para la ingenieria de enzimas y proteinas con aplicaciones indus-
triales, como la produccién de bioplasticos o biocombustibles.

®  Deteccion de Patogenos para ayudar en la identificacion de posibles blancos para
el desarrollo de vacunas y terapias antivirales.

o Agricultura y Alimentacion para mejorar variedades de cultivos o para entender
mejor como las proteinas en los alimentos afectan la nutricién y la salud.

2.3. Las proteinas como dianas terapéuticas

En el contexto del descubrimiento y desarrollo de farmacos, el término «dia-
na» hace referencia a las proteinas u otras biomoléculas, como el ADN, el ARN, la
heparina y los péptidos, a las cuales el firmaco se une directamente con el propo6-
sito de ejercer su accion terapéutica [Scott, D.E. et al. 2016]. Estas dianas son funda-
mentales para el éxito y la eficacia del farmaco, ya que representan los puntos clave
en los procesos biolégicos que se pretenden modular o inhibir para reconducir el
proceso patolégico durante el tratamiento de enfermedades. La definicion precisa
de las dianas es esencial para disenar farmacos con una alta selectividad y especifi-
cidad, minimizando los efectos secundarios y maximizando la eficacia terapéutica.
Ademas, conocer las dianas de un farmaco es fundamental para entender como
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este interactiia con el organismo y coémo puede influir en otras vias o procesos bio-
l6gicos [Santos, R. et al. 2017].

En el caso de las proteinas, éstas se convierten en dianas terapéuticas cuando se
identifica su participacién clave en un proceso patologico especifico. Estas protei-
nas pueden estar sobreexpresadas, mutadas o desreguladas en una enfermedad, lo
que las convierte en dianas para el desarrollo de terapias dirigidas. La interaccion
del farmaco con estas proteinas puede tener efectos beneficiosos al restaurar la fun-
ci6én normal, inhibir su actividad excesiva o bloquear las senales que promueven el
crecimiento descontrolado de células cancerosas. Por ejemplo, los inhibidores de
quinasa son una clase importante de farmacos que bloquean determinadas enzimas
implicadas en enfermedades como el cancer y los trastornos inflamatorios. En el
cuerpo humano hay cientos de quinasas, por lo que conocer la «diana» quinasa de
cada farmaco es esencial para desarrollar estrategias de tratamiento exitosas (Figu-
ra 8) [Klaeger, S. et al. 2017].

Figura 8. Representaciéon esquemaitica de la identificacién de las quinasas susceptibles a
ser dianas de firmacos. Un enfoque quimico proteémico revel6 perfiles cuantitativos de
interaccion de 243 moléculas pequenas que fueron evaluadas clinicamente y que cubrian
la mitad de las quinasas de humano. Los resultados pueden explorarse interactivamente en
ProteomicsDB vy servir de base para la biologia basica, el descubrimiento de farmacos y la
toma de decisiones clinicas. https://doi.org/10.1126/science.aan4368

Un articulo de la revista «Nature Reviews | Drug Discovery> [ Santos, R. et al. 2017)
publicado en enero de 2017 presenté un exhaustivo y actualizado mapa de las
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dianas moleculares de los farmacos aprobados. Se analizaron un total de 893 bio-
moléculas humanas y derivadas de patégenos que son dianas de 1.578 farmacos
aprobados por la FDA de Estados Unidos. Entre estas biomoléculas se incluyen 667
proteinas derivadas del genoma humano que son diana de farmacos contra enfer-
medades humanas.

Lainclusién de una amplia variedad de biomoléculas, como proteinas humanas
y de patégenos, permite obtener una vision completa de las interacciones medica-
mento-biomolécula, proporcionando una sélida comprensiéon de los mecanismos
de accion y potenciales dianas terapéuticas. Este analisis profundo y actualizado de
las dianas farmacologicas destaca el papel fundamental de las proteinas como dia-
nas de numerosos fairmacos en el tratamiento de diversas enfermedades humanas.

El estudio también arroja luz sobre las familias de dianas privilegiadas, mostran-
do que ciertos mecanismos biol6gicos son comunes a varias areas terapéuticas (Fi-
gura 9). Asimismo, se destaca el surgimiento de nuevos mecanismos pioneros, espe-
cialmente en el campo de la oncologia, lo que sugiere un potencial significativo para
desarrollar terapias innovadoras y especificas para abordar enfermedades complejas.

Figura 9. Principales familias de proteinas utilizadas como dianas terapéuticas. hitps://doi.
0rg/10.1038/nrd.2016.230

Es preciso continuar con la bisqueda de nuevos fairmacos que permitan cubrir
necesidades médicas no resueltas, y para ello, sigue siendo necesario la identifica-
cion de nuevas dianas terapéuticas. A pesar del creciente esfuerzo econémico en
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este empeno, el ndmero de nuevos farmacos que llegan al mercado no se incre-
menta de forma equiparable. De hecho, antes del ano 2000, solo el 21,5% de los
farmacos que ingresaban en ensayos de fase I eran finalmente aprobados para su
comercializacion [De la Torre, B.G. et al. 2019], y entre 2006 y 2015, la tasa de éxito
disminuy6 a solo el 9,6% [DiMasi, J.A. et al. 2003], variando significativamente en
diferentes areas terapéuticas [ Hutchinson, L. et al. 2011; Moreno, L. et al. 2013]. Estas
altas tasas de fallo pueden atribuirse a la falta de fiabilidad de los datos publicados
y a problemas biofarmacéuticos, incluida la farmacocinética sub6ptima [Schuhma-
cher;, A. et al. 2016]. Para evitar costosos fracasos, una cuidadosa toma de decisiones
durante el descubrimiento y desarrollo de farmacos es esencial [ Wang, Y. at al.
2012].

3. TECNICAS BIOFISICAS APLICADAS AL PROCESO DE DESCUBRIMIENTO
DE FARMACOS

3.1. Técnicas biofisicas para caracterizar estructura proteica y su uniéon de ligandos

El objetivo central del descubrimiento de farmacos es proporcionar compues-
tos candidato seleccionados y optimizados para los programas de desarrollo far-
macolégico, desde estudios preclinicos hasta ensayos clinicos de fase III, con el fin
de comercializar un nuevo farmaco (nueva entidad molecular o biol6gica) o una
nueva indicacion terapéutica (reposicionamiento de farmacos).

En las dltimas tres décadas, los logros significativos relacionados con el des-
cubrimiento de farmacos (por ejemplo, los primeros inhibidores clinicos de la
proteasa del virus de la inmunodeficiencia humana-1) han sido posibles gracias al
desarrollo de diversas herramientas y técnicas biofisicas que permiten el estudio en
profundidad de la estructura de biomoléculas, como la difraccién de rayos X, la
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y la microscopia crioelectrénica (propor-
cionan informaci6n estructural detallada del complejo diana-ligando a nivel atomi-
co), asi como a las herramientas computacionales, incluyendo el docking molecular,
cribado virtual y simulaciones moleculares. Otras técnicas biofisicas, pueden ser
utilizadas para: 1/ determinar la afinidad de unién y las interacciones intermole-
culares fundamentales y cambios conformacionales que dan lugar a la formacién
del complejo diana-ligando (como la calorimetria de titulacién isotérmica, ITC);
2/ determinar los parametros cinéticos de la formacién del complejo diana-ligando
(como la resonancia de plasmoén superficial (SPR); 3/ desarrollar nuevas metodo-
logias de aplicacion en el cribado de farmacos (como las técnicas espectroscopicas
UV-Vis, fluorescencia y dicroismo circular) [ Macarron, R. et al. 2009].

Es decir, una disciplina como la biofisica ofrece una amplia gama de técnicas
para estudiar la interaccion, funcion y actividad de las proteinas, que cuando se uti-
lizan en combinacion a lo largo de diferentes etapas del descubrimiento y desarro-
llo de farmacos, pueden proporcionar informacién valiosa para reducir la tasa de
abandono en el proceso de desarrollo de farmacos que antes comentamos [ Renaud,
J-P. et al. 2016; Holdgate, G. et al. 2013].

En la tabla que se muestra a continuacion, se ofrece un breve resumen de al-
gunas de las técnicas.
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Tabla 1. Resumen de algunas de las técnicas biofisicas utilizadas en un laboratorio para
caracterizar estructura proteica y su unién de ligandos. Se podrian agrupar en: Técnicas
Espectroscépicas (Absorcion UV-Vis, Fluorescencia y CD); Técnicas de deteccion de Interac-
ciones (SPR e ITC); Técnicas de Resolucién de Estructuras (ME, RMN y Rayos X); Técnicas
computacionales (Docking Molecular, Cribado Virtual y Simulaciones Moleculares).

Hay que tener en cuenta que los tiempos y el nimero de muestras pueden variar segin las
condiciones especificas del experimento y el equipo utilizado. Estos valores son aproximados y

pueden ajustarse en funcién de las circunstancias experimentales.

: o
Técnica Concepto cientifico De qué informa Tiempo y :
muestras
UV-Vis mide la absorcion de luz en la | Proporciona informacion sobre la | Las medidas son
region UV yvisible de espectro electro- | concentracion y absorcion de sus- | rapidas, general-
magnético. Se basa en la absorcion de | tancias quimicas o biomoleculares | mente en segun-
fotones por electrones de valencia en | en una muestra. dos o minutos.
Espectroscopia | moléculzs Se puede usar una
Ultravioleta- sola muestra a la
Visible (UV-
vez.
Vis): [ Tissue, B.
M. et al 2012]
La fluorescencia implica la emision | Proporciona informacién sobre la | Las medidas son
de luz por una sustancia (fluoréforo) | concentracién, localizacion y ciné- | ripidas y pueden
después de absorber luz a una longi- | tica de moléculas etiquetadas con | realizarse en  se-
tud de onda especifica. Se basa en la | fluoréforos, asi como cambios en | gundos o minu-
.| relajacion de electrones excitados. estructura y entorno molecular. | tos.
Fluorescencia:
[Ladokhin, A. S. Se requiere una
et al. 2000] sola muestra con
fluoroforos.
El CD mide la diferencia en la absor- | Proporciona informacion sobre la | Las medidas son
bancia de luz polarizada circularmen- | estructura secundaria y terciaria | relativamente ra-
te a diferentes longitudes de onda. Se | de proteinas y dcidos nucleicos, | pidas,  general-
Dicroismo | Pasa en la interaccion de la luz con la | incluyendo la conformacién de | mente en minu-
Circular (CD): estructura quiral de las moléculas. hélices o, ldminas f, etc. tos.
[Memillin, C. R. Se requiere una
et al. 1974] sola muestra para
adquirir un espec-
tro CD.

OLca M*. ABIAN FrANCO




Tiempo yn®

Técnica Concepto cientifico De qué informa N
muestras
SPR detecta cambios en el indice de | Proporciona informacién cinética | Las medidas ciné-
refraccion en la superficie de un sen- | y termodindmica sobre las interac- | ticas son rapidas
sor cuando se unen moléculas a esa | ciones biomoleculares, incluyendo | y se pueden obte-
; superficie. Se basa en la propagacion | la afinidad, la cinética de asocia- | ner en minutos.
Resonancia ° - o
2 de ondas de plasmones superficiales. | cién y disociacién, y la concentra- .
de Plasmon . . Se requieren va-
Superficial cion de analitos. .
uperiic rias muestras para
(SPR): realizar  experi-
[Kodoyianni, V. mentos de titula-
etal. 2011] cién.
ITC mide los cambios en el flujo de ca- | Proporciona informacion sobre | Las titulaciones
lor asociados con reacciones quimicas | la termodindmica de una interac- | pueden durar des-
o interacciones biomoleculares mien- | cién, incluyendo la constante de [ de minutos hasta
tras se titula una solucion con otra. Se | afinidad (Ka), la entalpia (AH), la | horas, dependien-
basa en el principio de que las reaccio- | entropia (AS) y el niimero de sitios | do de la velocidad
nes exotérmicas o endotérmicas libe- | de union. de la interaccion.
ran o absorben calor. .
oSt Se requieren va-
ST o rias muestras para
Isotérmica gemerar unia curva
(ITC): [Bastos, de titulacién com-
M. et al. 2023] pleta.
La microscopia electronica utiliza ha- | Permite la observacién detallada | E1 tiempo varia
ces de electrones en lugar de luz para | de estructuras y objetos a nivel mi- | segin la prepara-
obtener imagenes de alta resolucion | croscopico, incluyendo caracteris- | cion de la muestra
de muestras. Puede ser de transmision | ticas subcelulares, nanomateriales |y el tipo de mi-
X 3 (TEM) o de barrido (SEM). y particulas. croscopia.
Microscopia
Electronica: Se necesita una
[Kuo, J. et al. muestra  especifi-
2008] camente  prepa-

rada.
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Técnica

Concepto cientifico

De qué informa

Tiempo yn®
muestras*

Resonancia
Magnética
Nuclear (RMN):
[Kay, L. E. et al.
1997]

RMN es una técnica que explora la
interaccion de nucleos atomicos con
campos magnéticos y ondas de radio.
Se basa en el comportamiento mag-
nético de ciertos nicleos atémicos
en presencia de un campo magnético
externo.

Proporciona informacién sobre la
estructura y dindmica de las mo-
léculas en solucién, incluyendo la
identificacién de dtomos especi-
ficos, sus entornos quimicos y las
interacciones moleculares.

El tiempo varia
seglin la compleji-
dad de la muestra
y el experimento.

Las muestras pue-
den variar desde
microlitros hasta
mililitros, y se
requieren  varias
para obtener da-
tos significativos.

Difraccion de
Rayos X (Rayos
X): [Ringe, D. et

al. 1985]

La difraccién de rayos X es una técnica
que utiliza la dispersién de rayos X por
los dtomos de una muestra cristalina
para determinar su estructura tridi-
mensional. Se basa en el principio de
que los rayos X se difractan cuando
pasan a través de una red cristalina,
creando patrones caracteristicos que
se pueden utilizar para determinar la
disposicién de los dtomos en la mues-
tra.

Proporciona informacién detalla-
da sobre la estructura atémica y
molecular de una sustancia crista-
lina, incluyendo la posicién de los
dtomos y la distancia entre ellos.

El tiempo reque-
rido depende de
la complejidad de
la estructura y la
calidad de los da-
tos. Por lo gene-
ral, puede tomar
desde horas hasta
dias.

Se requiere una
sola muestra cris-
talina de alta ca-
lidad.

OLca M*. ABIAN FrANCO




Técnica

Concepto cientifico

De qué informa

Tiempo yn®
muestras*

Docking
Molecular:
[Sled?, P. et al.
2018)

El docking se refiere a la prediccion de
la orientacion y la energia de interac-
cion entre dos moléculas, generalmen-
te una proteina y un ligando pequeno,
en una estructura tridimensional. Las
herramientas computacionales utili-
zan algoritmos para predecir como se
unird un ligando a una proteina.

Proporciona informacién sobre la
forma en que una molécula se une
aun diana biolégica, lo que puede
llevar al diseno de inhibidores o
farmacos.

El tiempo para un
cdlculo de docking
puede variar des-
de minutos hasta
horas, dependien-
do de la compleji-
dad del sistema.

Se pueden rea-
lizar ~ multiples
calculos con dife-

rentes ligandos.

Cribado Virtual:
[Cosconati, S. et
al. 2010)

El cribado virtual es un proceso com-
putacional utilizado para seleccionar
compuestos quimicos de una base
de datos que puedan tener actividad
contra una diana terapéutica. Impli-
ca la evaluacién de miles o millones
de moléculas en busca de candidatos
prometedores.

Proporciona informacion sobre
qué compuestos tienen el poten-
cial de interactuar con una pro-
teina o diana especifica, lo que
puede acelerar el proceso de des-
cubrimiento de farmacos.

El tiempo requeri-
do para el cribado
virtual ~ depende
del tamano de la
base de datos y de
la capacidad com-
putacional.

Se pueden evaluar
grandes cantida-
des de compues-
tos en un solo
analisis.

Simulaciones
Moleculares:
[van Gunsteren,
W.E et al. 2018]

Las simulaciones moleculares son
cdlculos computacionales que mode-
lan el comportamiento de dtomos y
moléculas en sistemas bioldgicos. Uti-
lizan ecuaciones y fuerzas fisicas para
predecir dindmicas moleculares y pro-
piedades termodindmicas.

Proporciona informacion detalla-
da sobre la dindmica, la estabilidad
y las propiedades termodindmicas
de sistemas biomoleculares, lo que
permite comprender mejor las
interacciones y los cambios confor-
macionales.

Las simulaciones
pueden variar en
tiempo, desde na-
nosegundos hasta
microsegundos o
mds, dependien-
do de la pregunta
cientifica.

El nimero de
muestras también
varia segun el es-
tudio, desde una
sola  estructura
hasta miles de si-

mulaciones.
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3.2. Fluorescencia como técnica biofisica en el estudio de proteinas y sus ligandos

Vamos a profundizar un poco mas en una de las técnicas biofisicas menciona-
das anteriormente.

La fluorescencia es un fenémeno en el que las moléculas emiten luz de cierta
longitud de onda después de absorber luz de una longitud de onda mas corta,
un proceso conocido como desplazamiento de Stokes. Este fenémeno se produce
cuando un electrén en una molécula (conocida como fluoréforo), una vez excita-
do, emite fotones al regresar desde el estado excitado a su estado fundamental [Al-
bani, J.R. et al. 2007] (Tabla 1). Ademas de la emision de fluorescencia, la relajacion
electronica puede ocurrir a través de procesos no radiativos, como la disipacion
de calor, o procesos radiativos no fluorescentes, como la fosforescencia. También
puede ser influenciada por interacciones secundarias, como la extincién de fluo-
rescencia o la transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET).
Las propiedades especificas de la fluorescencia, como las longitudes de onda de
excitacion y emision, el rendimiento cudntico (eficiencia del proceso de fluores-
cencia) y el tiempo de vida, dependen de la molécula en cuestion.

En el caso de las proteinas, la fluorescencia intrinseca es principalmente resul-
tado de la excitacion de sus residuos de triptéfano, aunque también se ven afecta-
dos por tirosinas y fenilalaninas en menor medida (Figura 10). Generalmente, el
triptéfano exhibe una longitud de onda maxima de absorcion alrededor de 280 nm
y emite luz en un intervalo de 300 a 350 nm en el espectro de fluorescencia, y esto
varia segun el microambiente local y su polaridad [Lakowicz, J.R. et al. 2006]. Esta
propiedad de fluorescencia de las proteinas se aprovecha como una herramienta
para investigar la conformacion de la proteina y su interaccion con ligandos.

Figura 10. Espectros de fluorescencia intrinseca de Absorcién (en rojo) y excitaciéon (morado)
de los aminodcidos aromaticos de las proteinas (Izquierda). Espectro de fluorescencia de una
proteina en solucién (lisozima 2 pMolar en fosfato sédico) obtenido tras excitar a 280nm
y recoger el espectro de emision de 300 a 400nm (Derecha).
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Cuando se realizan experimentos de desnaturalizacién de proteinas, ya sea
térmica o quimica, el entorno de los residuos de triptéfano experimenta cambios
notables (Figura 11). Por ejemplo, durante el proceso de desplegamiento, se puede
observar un cambio de intensidad debido a la interaccion dinamica con las molécu-
las de agua, lo que conduce a una menor intensidad de fluorescencia.

La representacion de la intensidad de fluorescencia obtenida a temperaturas
crecientes o concentraciones de agente quimico desnaturalizante mayores da como
resultado una curva de desnaturalizacion tras cuyo analisis se puede obtener como
parametro la temperatura media de desnaturalizacion (T,) o la concentracién me-
dia agente desnaturalizante (D) caracteristica de una proteina en concreto en un
solvente determinado.

Figura 11. Espectros de fluorescencia durante procesos de desnaturalizacién quimica (supe-
rior izquierda) o térmica (inferior izquierda). Analisis de los datos de fluorescencia obte-
nidos tras analizar las curvas de desnaturalizacién quimica (superior derecha) o térmica
(inferior derecha)

De manera similar, cuando un ligando se une a una proteina, éste puede mo-
dificar el microentorno local de un residuo aromatico, lo que se refleja en cambios
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espectrales en la fluorescencia, tanto en términos de intensidad como de despla-
zamiento de longitud de onda, de manera proporcional al proceso de unién (sa-
turaciéon de unién). Para observar este efecto, ademas se pueden utilizar sondas
extrinsecas que cuentan con diversas propiedades espectrales, ya sea como marca-
dores independientes o unidos covalentemente a moléculas biolégicas. Estas pro-
piedades de fluorescencia de las sondas extrinsecas también dependen en gran
medida del entorno local. Uno de los usos mas comunes de estas sondas es el ana-
lisis termoestabilizante o fluorimetria diferencial de barrido (TSA o DSF, por sus
siglas en inglés) (Figura 12). Otra aplicacion incluye el uso de tintes fluorescentes
especificos, como Ia tioflavina o el rojo Congo, como marcadores para detectar la
agregacion o formacion de fibras proteicas, lo que facilita la identificaciéon de com-
puestos que modulan estos procesos.

Figura 12. La Fluorimetria Diferencial de Barrido (DSF, por sus siglas en inglés) es una
técnica espectrofotométrica que se utiliza para seguir el proceso de despliegue térmico
de las proteinas. Este método emplea colorantes que emiten fluorescencia en entornos
no polares, incluyendo las regiones hidrofébicas expuestas de la estructura de la proteina.
(Creado con BioRender.com)

Las mediciones de fluorescencia se pueden llevar a cabo de manera eficiente
mediante lectores de placas equipados con filtros de paso de banda o monocroma-
dores, y que cuentan con capacidad de control de temperatura. Estas mediciones
permiten un mayor desempeno y rendimiento, y son versatiles y ttiles en diversas
aplicaciones, incluyendo:

1. Actividad de proteinas: Se utilizan sustratos fluorescentes adecuados para mo-
nitorizar la actividad de proteinas (Figura 13).
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Figura 13. Ejemplo de determinacién de la actividad enzimatica de la proteasa del virus de la
hepatitis C (HCV) utilizando como sustrato un compuesto basado en FRET (Forster Resonance
Energy Transfer). Se trata de fenémeno fisico y una técnica experimental utilizada en biologia
y quimica para estudiar la proximidad entre dos sondas fluorescentes o etiquetas unidas
a moléculas especificas. El FRET se basa en la transferencia de energia entre estas sondas
cuando estdn lo suficientemente cerca una de la otra (A). Ejemplo de determinacién de la
fluorescencia por mediante FRET de la proteasa HCV a concentraciones crecientes de un
compuesto inhibidor de la misma. Con la determinacién de la velocidad de la reaccién (a
través de la pendiente de la curva) se puede conocer la constante de inhibiciéon de dicho
compuesto.

2. Union de proteinas: Pueden detectar cambios espectrales en proteinas o cofac-
tores proteicos después de la unién de un ligando, o emplear ligandos competido-
res fluorescentes previamente unidos (Figura 14).

Figura 14. Ejemplo de cambio de senal de fluorescencia de la proteina lisozima (negro) tras
unién de un ligando que inhibidor (rojo).

3. Cambios conformacionales: Se emplean sondas fluorescentes intrinsecas o ex-
trinsecas para detectar cambios en la conformaciéon de biomoléculas (Figura 15).
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Figura 15. Ejemplo de cambio de senal de fluorescencia tras unién con concentraciones
crecientes de ANS (Acido 8-anilino-1-naftalenosulfonico)

Existen diferentes tipos de ensayos de fluorescencia que se pueden poner a
punto en funcion de la proteina en estudio y de lo que se desea identificar. En
resumen, la fluorescencia es una herramienta valiosa en investigacion debido a
su versatilidad y sensibilidad, lo que la convierte en una opcién efectiva para una
amplia gama de aplicaciones experimentales.

3.3. Cribado de alto rendimiento (HTS)

El descubrimiento y desarrollo de farmacos es un proceso que implica una se-
rie de pasos criticos para identificar moléculas candidatas que puedan convertirse
en medicamentos efectivos. Aunque el diseno de farmacos basado en la estructu-
ra es una parte fundamental de este proceso, los procedimientos experimentales
de cribado molecular de alto rendimiento (HTS) también desempenan un papel
crucial y, a menudo, necesario. En este contexto, el HTS se refiere a la evaluacion
sistematica de compuestos quimicos para identificar aquellos que tienen el poten-
cial de interactuar con una diana proteica especifica. Aunque conceptual y opera-
tivamente diferentes del diseno racional, los ensayos moleculares experimentales
no deben considerarse «irracionales», sino mas bien una aplicacién sistematica del
procedimiento de «ensayo y error» [Ciulli, A. et al. 2013].

La base de este proceso radica en el hecho de que, para desarrollar un medi-
camento eficaz, es esencial comprender cémo interactiian las moléculas con sus
dianas biolégicas. El objetivo final es encontrar compuestos que puedan modular
la actividad biolégica de una proteina de interés, ya sea inhibiendo o potenciando
dicha actividad. Estos compuestos se conocen como «hits» y se someten a un pro-
ceso de optimizacién posterior para convertirse en «leads», que son candidatos
prometedores para el desarrollo de farmacos.

Para llevar a cabo un programa de cribado de alto rendimiento HTS en el des-
cubrimiento de farmacos, es necesario seguir una serie de pasos cuidadosamente
planificados. A continuacion, desglosamos estos pasos clave:
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1. Obtencion de informacion estructural y funcional de la diana proteica: Antes
de embarcarse en cualquier ensayo de cribado, es crucial realizar una investigacion
exhaustiva de la diana proteica de interés. Esto implica obtener informacién deta-
llada sobre su estructura tridimensional, si estd disponible, o al menos, sobre sus re-
giones funcionales y sitios activos. Ademas, es fundamental comprender su funciéon
biologica y su papel en procesos fisiologicos o patolégicos. Esta informacion puede
obtenerse mediante técnicas como la cristalografia de rayos X, la espectroscopia
de resonancia magnética nuclear (RMN), la modelizacién por ordenador y experi-
mentos funcionales. Ademads, es importante conocer la variabilidad de la proteina
en diferentes condiciones, como variaciones de pH, fuerza i6nica y temperatura, ya
que esto puede influir en su comportamiento y estabilidad.

2. Seleccion de la técnica biofisica adecuada: El corazon del HTS es la técnica
experimental utilizada para evaluar la interacciéon entre los compuestos y la diana
proteica. Como ya hemos comentado anteriormente, existen numerosas técnicas
biofisicas disponibles, como la calorimetria isotérmica de titulaciéon (ITC), la reso-
nancia de plasmoén superficial (SPR), la espectroscopia de fluorescencia, la crista-
lografia de rayos X, entre otras. La eleccién de la técnica depende de la naturaleza
de la diana y los objetivos del ensayo. El ensayo de HTS debe ser un ensayo sencillo,
que proporcione una respuesta “Si” o “No”, no un ranquin de eficacia de compues-
tos ensayados, y tiene que ser una técnica que permita un desempeno y rendimien-
to adecuados para ensayar muchos compuestos en un tiempo razonable. Esto hace
que muchas técnicas (ej. ITC) sean inviables para HTS.

3. Validacién y optimizaciéon del ensayo HTS: Antes de comenzar el cribado a
gran escala, es esencial validar y optimizar el ensayo HTS. Esto implica establecer
parametros de calidad que garanticen la confianza en los resultados. Entre los as-
pectos a considerar se encuentran:

¢ Definicion de umbrales de seleccion de hits para minimizar falsos positivos y
falsos negativos [ Zhang, J.H. et al. 1999].

e Evaluacion de la reproducibilidad del ensayo mediante controles de calidad
internos.

* Optimizacion de condiciones experimentales, como concentraciones de pro-
teina y compuestos, para maximizar la sensibilidad y especificidad del ensayo.

La validacion y optimizacion rigurosas aseguran que los resultados del cribado
sean confiables y que los compuestos seleccionados sean realmente prometedores.

4. Seleccion de la biblioteca quimica: La eleccién de la biblioteca de compues-
tos quimicos es un paso estratégico en el proceso de cribado. Existen diferentes
tipos de bibliotecas, que varian en tamano y diversidad. La eleccion de la biblioteca
depende de varios factores, incluyendo la etapa del proceso de descubrimiento y las
caracteristicas de la diana proteica.

e Las bibliotecas grandes y diversas son utiles en etapas tempranas del descubri-
miento, donde se busca una exploracién amplia de la actividad biolégica y la
diversidad quimica.
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* Las bibliotecas orientadas a la diana se disenan especificamente para interac-
tuar con la diana proteica de interés, lo que puede ser relevante en etapas
posteriores.

¢ Las bibliotecas basadas en fragmentos contienen pequenas moléculas que pue-
den ensamblarse para formar compuestos mas grandes y complejos.

La eleccion de la biblioteca debe estar en linea con los objetivos del cribado y
el conocimiento previo de la diana proteica [ McGovern, S.L. et al. 2002].

5. Realizacion de ensayos HTS: Una vez que se ha seleccionado la biblioteca
quimica, se procede a realizar los ensayos HTS a gran escala. Cada compuesto de
la biblioteca se evalia sistematicamente en busca de interacciones con la diana
proteica. Los datos resultantes se registran y analizan para identificar hits potencia-
les. Este proceso puede ser intensivo en términos de recursos y tiempo, ya que se
pueden evaluar miles o incluso millones de compuestos. Por lo tanto, es esencial
contar con sistemas automatizados y procesos eficientes para llevar a cabo estos
ensayos de manera efectiva.

6. Validaciéon de compuestos seleccionados: Una vez que se han identificado
los hits en el HT'S, es necesario llevar a cabo una validacion adicional. Esto implica
confirmar y comprender en detalle la interaccion directa entre los compuestos se-
leccionados y la diana proteica mediante técnicas experimentales adicionales.

Las técnicas de validacion pueden incluir la determinacion de la constante de
disociacion, la resolucion de estructuras tridimensionales de complejos proteina-
ligando y la evaluacion de efectos funcionales en células o ensayos biol6gicos rele-
vantes.

Esta validacion garantiza que los compuestos seleccionados sean prometedo-
res y proporciona informacién valiosa para el desarrollo posterior de farmacos,
incluyendo la optimizacién de compuestos y los estudios preclinicos. En altima ins-
tancia, este proceso de cribado biofisico y validacion es esencial para avanzar en la
busqueda y desarrollo de nuevos medicamentos que mejoren la salud y el bienestar
de las personas.

Todo este proceso descrito se corresponderia con un cribado biofisico (Figura
16A), que utiliza dianas proteicas aisladas y purificadas. Otro enfoque valioso en la
investigacion y el desarrollo de farmacos son los cribados fenotipicos (Figura 16B),
en los que el proceso de evaluacion de compuestos quimicos se realizaria en siste-
mas biol6gicos completos para identificar aquellos compuestos que pueden tener
efectos terapéuticos basados en cambios observables en el fenotipo observable en
células, tejidos u organismos vivos. La eleccion entre estos enfoques depende de los
objetivos de la investigacion y de la etapa del proceso de desarrollo de farmacos.

A través de un cribado biofisico exitoso, es posible identificar candidatos pro-
metedores como compuestos biolégicamente activos para una diana conocida. Sin
embargo, es importante tener en cuenta que el efecto biologico en células o in vivo
no esta garantizado, ya que otros procesos adicionales, como la permeabilidad de
la membrana o la degradacion metabdlica, pueden afectar a la bioactividad del
compuesto. Por otro lado, un cribado fenotipico satisfactorio puede llevar a la iden-
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tificacion de compuestos bioactivos en ensayos celulares o in vivo, pero estos com-
puestos no proporcionan informacién directa sobre la diana proteica involucrada
en el efecto observado. Ambos enfoques, el cribado biofisico y el cribado fenotipico
(Figura 17), ofrecen perspectivas valiosas y complementarias en el proceso de des-
cubrimiento de farmacos [ Zhang, J.H. et al. 1999].

Figura 16. A/ (Izquierda) Esquema cribado de compuestos biofisico. Imagen de: https://
doi.org/10.1038/nprot.2013.130. B/ (Derecha) Esquema cribado fenotipico. Imagen
extraida de https://doi.org/10.1038/541598-020-69354-8

Figura 17. Comparacién cribado biofisico y fenotipico. Imagen extraida de https://doi.
org/10.1038/s41598-020-69354-8
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Es posible aprovechar sus fortalezas para obtener una imagen mas completa y
precisa de los efectos de los compuestos en sistemas biol6gicos. Aqui hay algunas
formas en que se pueden complementar:

1. Identificacion de dianas y mecanismos de accion: El cribado biofisico puede
ayudar a identificar dianas moleculares especificas y comprender como inte-
ractian los compuestos con estas proteinas. Una vez identificada una diana
potencial, el cribado fenotipico puede evaluar como afecta esa interacciéon a
nivel celular o del organismo completo.

2. Validacion de las dianas: Después de identificar una proteina que puede ser
diana potencial mediante el cribado fenotipico, el cribado biofisico puede con-
firmar y validar la interaccion entre el compuesto y la diana.

3. Descubrimiento de nuevas dianas: Si el cribado fenotipico revela un efecto
biolégico, pero no se conoce la diana, el cribado biofisico puede ayudar a iden-
tificar proteinas especificas responsables de esos efectos.

4. Optimizacién de compuestos: Una vez que se han identificado compuestos
candidatos mediante el cribado fenotipico, el cribado biofisico puede ayudar
a optimizar estos compuestos para mejorar su afinidad y selectividad hacia la
diana.

5. Comprension de mecanismos de resistencia: La combinacion de enfoques pue-
de ser util para investigar mecanismos de resistencia en el desarrollo de farma-
cos. El cribado fenotipico puede revelar resistencia en sistemas biolégicos, y el
cribado biofisico puede analizar como los cambios en la estructura de la diana
estan relacionados con la resistencia.

6. Evaluacion de efectos secundarios: El cribado fenotipico puede identificar
efectos secundarios no anticipados en sistemas biol6gicos. El cribado biofisico
puede ayudar a entender los mecanismos subyacentes de estos efectos y a dise-
nar compuestos con menor probabilidad de causarlos.

7. Validacion de compuestos in vivo: Después de identificar compuestos candi-
datos mediante el cribado biofisico y fenotipico in vitro, se pueden realizar
estudios in vivo para validar la eficacia y la seguridad en modelos animales.

3.4. Cribado de alto rendimiento basado en fluorescencia: ensayo de desplazamiento
térmico

Debido a una propiedad general de las proteinas, cuando un ligando se une
preferentemente a un estado conformacional especifico de la proteina, ese estado
tiende a estabilizarse, aumentando la poblacion o fracciéon molar de dicho estado.
Eso se traduce en un aumento en la temperatura desplegamiento térmico, conoci-
da como Thm. Si el estado nativo de la proteina se une preferentemente al ligando,
veremos un aumento en la Ty, pero si los estados desplegados o parcialmente des-
plegados tienen una union preferente a dicho ligando, la Ty, disminuira (ya que
lo que se estabiliza seran esos estados desplegados). Aunque existen instrumentos
comerciales para experimentos automatizados de desnaturalizacién quimica de
proteinas, la desnaturalizacion térmica es mas comun debido a su practicidad. Esta
tecnologia aplicada en el cribado de alto rendimiento y se conoce fluorimetria di-
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ferencial de barrido (DSF por sus siglas en inglés) y fue inicialmente desarrollada
por 3D Pharmaceuticals bajo la marca Thermofluor [Pantoliano, M.W. et al. 2001].

Para seguir el proceso de desplegamiento térmico de una proteina en presen-
cia de diversos compuestos, se pueden utilizar sondas intrinsecas como los residuos
de triptofano o los cofactores, o sondas extrinsecas como el dcido 8-anilinonaftale-
no-l-sulfénico (ANS) o el SYPRO Orange. Algunos instrumentos comerciales per-
miten medir la intensidad de emision del triptéfano. Sin embargo, la mayoria de las
proteinas se prestan a la aplicacion de una amplia variedad de sondas fluorescentes
y a la utilizacién de instrumentacion de reacciéon en cadena de la polimerasa cuan-
titativa en tiempo real (qPCR) como equipos lectores de fluorescencia con control
de temperatura, lo que hace que esta técnica se puede aplicar de forma amplia. Las
sondas fluorescentes extrinsecas estan disenadas para unirse de manera no especi-
fica a regiones de superficie hidrofébica en la proteina diana. Cuando la proteina
se despliega, las areas hidrofébicas expuestas se unen a la sonda fluorescente. Esta
interaccion con la sonda conduce a un aumento en el rendimiento cuantico de la
sonda, lo que facilita la determinacion de la Ty, como la temperatura en el punto de
maxima pendiente, o punto de inflexion [ Vedadi, M. et al. 2006; Velazquez-Campoy, A.
et al. 2016] (Figura 18).

Figura 18. Ejemplo de un desplegamiento térmico de una proteina con sonda ANS

Este ensayo de DSF se utiliza, como ya se ha comentado, en las primeras fases
del descubrimiento de farmacos y en la mejora de compuestos candidato en la
industria farmacéutica. Ademas, desempena un papel importante en la genémica
estructural y en esfuerzos de ingenieria de proteinas de alto rendimiento, como la
seleccion de variantes de proteinas estables, el control de calidad de la produccion
de proteinas y la determinacion de condiciones de trabajo para estudios de difrac-
cion de Rayos X (Figura 19). También se utiliza en la investigacion para descubrir
la funcion de proteinas al identificar ligandos y efectores, entre otros usos.
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Figura 19. Fluorimetria diferencial de barrido en el cribado y validaciéon de chaperonas
farmacologicas para proteinas solubles y de membrana. Extraida del libro Protein Homeostasis
Diseases Mechanisms and Novel Therapies 2020, Pages 329-341.

El ensayo de DSF ofrece varias ventajas destacadas: (1) es altamente susceptible
a la miniaturizacion, lo que lo hace eficiente en términos de recursos; (2) es una
técnica rapida; (3) permite un bajo consumo de muestra; (4) no necesita etiquetar
la proteina de interés; (5) es aplicable a una amplia gama de proteinas, ya sean
citoplasmadticas o de membrana; (6) no requiere equipos costosos; (7) el andlisis de
datos es sencillo; y (8) es capaz de abarcar un amplio intervalo de afinidades, desde
constantes de disociacion milimolar hasta femtomolar.

Sin embargo, es importante considerar algunas caracteristicas: (1) las sondas
fluorescentes pueden no proporcionar informacion util para algunas proteinas,
en el caso de que no muestren cambios en la intensidad de fluorescencia durante
el desplegamiento; (2) en ciertas proteinas, las sondas fluorescentes pueden mos-
trar una mayor afinidad por el estado nativo, lo que resulta en una curva de des-
plegamiento descendente; (3) si no hay unién preferencial del compuesto, no se
observara un cambio en la temperatura de mitad de transicion (Tw); (4) existen
desafios comunes relacionados con mediciones de fluorescencia, como efectos de
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filtro interno dependientes del compuesto y extinciéon dinamica/estatica; (5) bi-
bliotecas quimicas sesgadas pueden llevar a falsos positivos debido a la formacion
de agregados y micelas; (6) algunos fluoréforos extrinsecos pueden afectar negati-
vamente la estabilidad de la proteina de interés; (7) las proteinas intrinsecamente
desestructuradas (IDPs) pueden ser dificiles de analizar debido a su falta de estruc-
tura definida (como veremos mas adelante); y (8) es complicado establecer una
clasificacion precisa de la afinidad segin los cambios en la Th,.

El cambio en la Ty, inducido por un ligando esta influenciado por multiples
factores, incluyendo la afinidad de unién del ligando, la entalpia de desplegamien-
to de la proteina, la entalpia y capacidad calorifica de union del ligando, y la con-
centracion del ligando. Esto hace que sea dificil predecir con precision la afinidad
de unién a baja temperatura basandose tinicamente en el cambio en la T, induci-
do por el ligando. En resumen, el uso de DSF en HTS esta pensado principalmente
para distinguir entre ligandos y no ligandos en lugar de clasificar ligandos en fun-
cion de su afinidad.

4. PROTEINAS INTRINSECAMENTE DESORDENADAS (IDPS)

4.1. IDPs: :Qué son y qué funcién tienen?

Un estado funcional de una proteina generalmente se define por una confor-
macién plegada que tiene una estructura tridimensional bien definida. Sin embargo,
hay evidencias que sugieren que, incluso bajo condiciones fisiologicas, hay muchas
proteinas que carecen de estructuras tridimensionales estables y ordenadas en su to-
talidad, o presentan regiones que carecen de una estructura tridimensional definida
(Figura 20). Estas proteinas se conocen como proteinas intrinsecamente desordena-
das (IDPs) y los segmentos desordenados se conocen como regiones intrinsecamente
desordenadas (IDPRs) [ Uversky, V.N. et al. 2013; Uversky, V.N. et al. 2019]. A diferencia
de las proteinas completamente plegadas, las IDPs tienen conformaciones altamente
flexibles que carecen de estructuras secundarias y terciarias estables.

Estas proteinas generalmente contienen una alta proporcion de residuos de
aminodcidos polares y cargados como Lys, Arg, His, Gln, Ser, Glu, y una escasez
de cadenas laterales hidrof6bicas y aromadticas que proporcionan suficiente hidro-
fobicidad a las proteinas y estabilizan el nucleo interno [ Uversky, V.N. et al. 2000].
También contienen residuos con baja propension a estar estructurados, como Pro
y Gly [Campen, A. et al. 2008].

Un analisis computacional detallado muestra que a medida que aumenta la
complejidad en un organismo, también aumenta el grado de desorden intrinse-
co [Jorda, J. et al. 2010]. Las proteinas eucariotas poseen alrededor del 52-67% de
IDPRs largas, mientras que los organismos procariotas como archaea y bacterias
contienen solo entre el 16% y el 45% de proteinas con tales IDPRs largas.

La abundancia natural de IDPs e IDPRs en organismos superiores se atribuye
a la necesidad de diversas funciones de una proteina particular en un sistema com-
plejo. Las IDPs/IDPRs son abundantes en cantidad y tienen funciones biolégicas
cruciales, como el reconocimiento molecular, el ensamblaje moleculary las interac-
ciones reguladoras y de senalizacion [Dyson, H.J. et al. 2005].

La investigacion académica frente al desafio de descubrir nuevos farmacos

41



42

Figura 20. Representaciéon de IDPs y sus caracteristicas: (A) Las proteinas pueden adop-
tar diversas conformaciones, desde totalmente desordenadas a totalmente estructuradas
o mixtas estructuradas/desordenadas. Las proteinas intrinsecamente desordenadas (IDP,
izquierda) no adoptan ninguna estructura globular. Las proteinas mixtas contienen regiones
intrinsecamente desordenadas (IDR, centro) en los extremos N o C o entre regiones estruc-
turadas. Las proteinas totalmente estructuradas (derecha) adoptan un pliegue globular
unico, sin IDR. Las regiones estructuradas aparecen en gris y las intrinsecamente desordena-
das en rojo. (B) Se muestra un dominio globular (gris) flanqueado por un IDR (rojo). Los
IDR muestran un amplio conjunto conformacional en el estado no unido, con un rapido
intercambio entre estados (representado por una imagen borrosa). Tras la unién, se ha
observado que los IDR adoptan una estructura secundaria, como una hélice alfa (izquierda),
adoptan una conformacion estable sin plegarse en una estructura secundaria (centro) o
mantienen una dinamica conformacional sustancial incluso en el estado unido, lo que se
conoce como complejo difuso (derecha). (C) Las IDPs son capaces de realizar mas de una
funcién, gracias a su flexibilidad. Una IDPs puede unir un ligando con una conformacién
dada y realizar una funcién especifica (1); sin embargo, la misma IDPs puede interaccionar
con el mismo ligando (o con otro distinto) a través de una conformacién diferente y, por
tanto, realizar una funcion completamente distinta (2). Las IDPs, por lo tanto, son capaces
de realizar mas de una funcién, por lo que se constituyen como un grupo de proteinas mul-
tifuncionales. Figuras adaptadas de https://doi.org/10.1016/].is¢i.2021.102070 y https://
doi.org/10.1016/j.bpc.2022.106769.

Las IDPs frecuentemente interactian con diversas proteinas asociadas, y se
pliegan y forman diferentes tipos de estructuras monomeéricas, oligoméricas y mul-
timéricas, y realizan diversas funciones [ Galea, C.A. et al. 2008]. La unién de IDPs/
IDPRs con sus dianas generalmente tiene una especificidad bastante alta y una
afinidad baja, lo que les permite asociarse rapidamente e iniciar un proceso de
senalizacion y, al mismo tiempo, disociarse facilmente una vez completada la tarea
[ Wright, PE. et al. 2009]. Es por eso que las proteinas involucradas en vias de senali-
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zacion y funciones regulatorias, como la transcripcion, son ricas en IDPRs [ Uversky,
V.V. et al. 2005].

Como las IDPs/IDPRs funcionan como reguladores generales de muchos pro-
cesos celulares, también estan fuertemente influenciadas por diversos factores am-
bientales, como la temperatura, el pH, el potencial redox, las interacciones con
ligandos especificos, proteinas, membranas, acidos nucleicos y diferentes modifica-
ciones post-traduccionales [Jain, M.K. et al. 2018].

Sin embargo, cuando se producen algunas alteraciones en los factores ambien-
tales de control, las IDPs/IDPRs pueden tener una expresion incorrecta, modificar-
se de manera inadecuada o desregularse. En esta situacion, las IDPs/IDPRs son sus-
ceptibles de un mal plegamiento, agregacion, transporte, modificacion, y también
de que se involucren en interacciones no deseadas, lo que conduce al desarrollo
de diversas condiciones patologicas. De hecho, la mayoria de las IDPs y proteinas
que contienen IDPRs largas estan asociadas con el cancer [lakoucheva, L.M. et al.
2002], enfermedades cardiovasculares [ Cheng, Y. et al. 2006], neurodegeneracion
[Uversky, V.V. et al. 2005], diabetes [Du, Z. et al. 2017], amiloidosis [ Uversky, V.V. et
al. 2008], trastornos metabolicos [ Midic, V.V. et al. 2009] y enfermedades genéticas
[ Uversky, V.V. et al. 2008] (Figura 21). Uversky y colaboradores investigaron a fondo
la asociacion integral del mal funcionamiento de las IDPs/IDPRs en enfermedades
humanas e introdujeron el concepto de «desorden en desérdenes» (o concepto
D2) [Uversky, V.V. et al. 2008]. Se encontr6 que las proteinas involucradas en las
enfermedades mencionadas anteriormente contienen al menos 30 residuos conse-
cutivos en un estado desordenado, y alteraciones en esas regiones han dado lugar a
estos diferentes tipos de enfermedades [ Uversky, V.V. et al. 2008].

Figura 21. Numero de publicaciones relacionadas con IDPs desde 1963 hasta 2020. https://
doi.org/10.1021/acsinfecdis.2c00031
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4.2. Importancia de las IDPs como potenciales dianas terapéuticas

Debido a las amplias implicaciones de las IDPs/IDPRs en enfermedades huma-
nas, son dianas muy prometedoras para el tratamiento y la terapia. Dada su funcion
central en numerosos procesos celulares, la disponibilidad de IDPs en las células
esta controlada en multiples niveles, como la regulacion de la transcripcion vy eli-
minacién del ARN mensajero, la traduccion de proteinas y la degradacion de pro-
teinas [Babu, M.M. et al. 2011]. Alterar la disponibilidad de IDPs puede producir
resultados no deseados, como una menor fidelidad de senalizacion y la adquisicion
de funciones aberrantes potencialmente daninas [ Babu, M.M. et al. 2011].

Aunque el genoma humano contiene un gran numero de posibles dianas tera-
péuticos, solo alrededor del 2% de las proteinas humanas se sabe que interactian
con farmacos aprobados [Lazo, J.S. et al. 2016]. Muchos de las dianas restantes,
especialmente las IDPs como c-Myc, p53 y Ras, se han clasificado como «dificiles de
abordar» o incluso se consideraron “inabordables” [Dang, C.V. et al.2017].

Dado que las IDPs/IDPRs son bastante diferentes de las proteinas globulares
bien estructuradas, el mecanismo de identificacion de compuestos frente a ellas
también es diferente al de las proteinas plegadas. Las proteinas y segmentos protei-
cos desordenados carecen de una cavidad de unién bien definida y tienen multi-
ples proteinas asociadas, por lo que apuntar directamente con uno o dos farmacos/
inhibidores o en uno o dos sitios potencialmente activos puede que no sea efectivo.

La mayoria de las estrategias exitosas que han facilitado la recuperacion de la
funcion de proteinas desordenadas asociadas con enfermedades han evitado diri-
girse directamente a las IDPs. Por ejemplo, se han desarrollado estrategias dirigidas
a las enzimas que modifican las proteinas desordenadas para recuperar su dispo-
nibilidad normal, a los dominios ordenados de las proteinas desordenadas y a las
proteinas ordenadas que interaccionan con la IDP en cuestiéon, como en el caso de
los inhibidores de la interaccion p53-MDM2 que se unen a MDM2 [ Vassilev, L.T. et
al, 2004; Shangary, S. et al. 2008; Chang, Y.S. et al. 2013].

Lanaturaleza dinamica y heterogénea de las IDPs/IDPRs no unidas a otras pro-
teinas es el principal desafio para la caracterizacion completa de las IDPs/IDPRs.
Por lo tanto, esto ha demostrado ser un gran obstaculo para establecer una relacion
fiable entre secuencia, estructura, funciéon y enfermedad de las IDPs [ Yan, E.Y. et al.
2016]. La falta de una comprension clara de las bases moleculares de la funcion de
las IDPs y de su desregulacion en enfermedades ha creado una ambigtiedad signi-
ficativa en la capacidad de medicacion para la mayoria de las IDPs/IDPRs [ Hu, G.
et al. 2016]. En tales casos, un profundo entendimiento de las IDPs puede permitir
un diseno de medicamentos basado en la estructura y en sus caracteristicas clave.
Algunas de estas estrategias consisten en dirigirse a proteinas centrales que son
principalmente IDPs/IDPRs en las redes de interaccion proteina-proteina, o diri-
girse a factores de transcripciéon que controlan muchas proteinas simultaneamente,
o dirigirse a procesos de autoasociacion de proteinas [ Uversky, V.N. et al 2008].

Un enfoque menos explorado implica el diseno de ligandos que se unan di-
rectamente a las IDPs, cambien su conjunto conformacional y compitan con las
moléculas interaccionantes endoégenas. Esta estrategia también puede dirigirse a
IDPs mal plegadas, que interactiian con socios indeseados o se agregan. Aunque se
sugiere que las IDPs tienen una “drogabilidad” similar a las proteinas ordenadas, a
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menudo contienen mas cavidades de unién debido a la naturaleza de los procesos
de plegamiento y unién acoplados, y las IDPs suelen tener una afinidad de unién
mas débil en comparacién con las proteinas estructuradas [Zhang, Y. et al. 2015].
Estas observaciones sugieren que los ligandos de moléculas pequenas podrian dise-
narse para unirse especificamente a las IDPs y alterar las interacciones endégenas.
El avance de estas estrategias podria permitir convertir el gran numero de IDPs en
dianas farmacéuticas y allanar el camino a interesantes descubrimientos terapéu-
ticos.

Anteriormente se ha mencionado el HTS como método de identificacion de
potenciales ligandos de dianas terapéuticas. Las IDPs no presentan caracteristicas
especiales con respecto a los ensayos HTS basados en la uniéon de proteinas o la
actividad de proteinas. Sin embargo, en lo que respecta a un ensayo HTS basado en
la estabilidad, debido a su falta de estructura estable, en principio, las IDPs parecen
estar en desventaja en comparacion con las proteinas bien plegadas. Sin embargo,
si el ligando se une a la proteina y establece una interfaz de union proteina-ligando
que, de alguna manera, ademas de las moléculas de agua, excluye preferentemente
las moléculas de la sonda fluorescente (similar a un proceso de replegamiento al
unirse), el TSA reflejard el desplegamiento inducido por la temperatura del com-
plejo, que se observara experimentalmente como una Tm aparente o un perfil
de desplegamiento distorsionado (en comparaciéon con la proteina diana libre de
compuesto).

5. IDENTIFICACION DE POTENCIALES FARMACOS EN UN LABORATO-
RIO DE INVESTIGACION ACADEMICO

Utilizaré un ejemplo concreto de nuestro grupo de investigacion para mostrar
una estrategia que puede ser utilizada en el mundo académico para identificar
moléculas bioactivas de interés como potenciales fairmacos.

5.1. ETAPA 1: Identificar un problema de salud no resuelto

El primer paso en el desarrollo de un nuevo medicamento es identificar pro-
blemas de salud no resueltos como nuevas enfermedades, enfermedades desaten-
didas, tratamientos que pierden eficacia o tratamientos ineficaces para un grupo
de poblacién. Esto significa que hay pacientes que no pueden recibir tratamientos
efectivos o no tienen acceso a terapias adecuadas. Abordar estas necesidades es
esencial para mejorar su atencién médica y calidad de vida. A menudo, encontrar
soluciones para estos problemas requiere enfoques innovadores y creativos. Esto
impulsa la investigacion cientifica y puede llevar a importantes avances en la com-
prension de las enfermedades y el desarrollo de nuevos tratamientos.

Este es el caso del adenocarcinoma ductal de pancreas (PDAC: Pancreatic Ductal
Adenocarcinoma). E1 PDAC, aunque sélo representa el 2,7% de todos los canceres
en Espana (5,5 casos por 100000 habitantes segiin la SEOM (Sociedad Espanola de
Oncologia Médica), constituye la cuarta causa de muerte por cancer en los paises
occidentales con una supervivencia media de 3-6 meses tras el diagnéstico y una tasa
de supervivencia a los 5 anos del 1-4%, lo que da una idea clara de su agresividad
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(Figura 22). En los Estados Unidos, segun el Instituto Nacional del Cancer, cada
ano son diagnosticados 46.420 nuevos casos y 39.590 personas moriran a causa de la
enfermedad (www.cancer.net). La supervivencia de este tipo de cancer no supera el
10% a los cinco anos en ninguno de los paises europeos en los que hay registro de
casos dentro el proyecto SURVMARK2 2018 (Cancer Survival in High-Income Cou-
ntries). Asi pues, el cancer de pancreas es un problema de salud no resuelto a pesar
de los avances en la comprension de sus causas y factores de riesgo, asi como en el
diagnéstico y tratamiento de otras formas de cancer y sigue siendo un desafio en
el ambito de la salud por varias razones: ausencia de sintomas iniciales y deteccion
tardia de la enfermedad (estadios avanzados), falta de biomarcadores efectivos que
puedan implementarse de forma rutinaria en clinica, agresividad tumoral con alta
capacidad de metastatizar a 6rganos cercanos, abordajes quirirgicos complejos y
ausencia de tratamientos especificos, asi como factores de riesgo desconocidos que
impiden la implantacion de programas de cribado poblacional (que resultan alta-
mente efectivos en otras patologias como cancer de mama o colon).

Figura 22. Tasas de incidencia (A) y mortalidad (B) por cancer de pancreas ajustadas por
edad para paises en cinco continentes segun las Gltimas cifras de la Agencia Internacional
de Investigacién sobre el Cancer de la OMS. Fuente de datos: Globocan 2020. Produccion
del grafico: Observatorio Global del Cancer. Agencia Institucional de Investigacion sobre
el Cancer (Organizacién Mundial de la Salud).
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La tasa de supervivencia a cinco afnos ha aumentado del 5,26% en 2000 al 10%
en 2021 gracias a terapias con multiples agentes, a pesar de que actualmente no
existen pruebas de diagnostico efectivas y la mayoria de los pacientes con cancer
de pancreas presentan sintomas no especificos en etapas avanzadas de la enferme-
dad, donde la cirugia curativa ya no es posible [Conroy, T. et al. 2018]. Cuando se
detecta, el 50% de los pacientes tienen enfermedad metastasica, el 10-15% tienen
enfermedad localizada susceptible de cirugia y el 30-35% de las personas afectadas
tienen enfermedad localmente avanzada que en su mayoria no se puede extirpar
quirargicamente debido al alto grado de afectacion tumor-vascular [Siegel, R.L. et
al. 2021]. El problema con el diagnéstico tardio radica en la alta tasa de metastasis
en el PDAC: el higado (90%), los ganglios linfaticos (25%), los pulmones (25%),
el peritoneo (20%) y los huesos (10-15%) son sitios comunes de metdstasis en este
tipo de cancer [Conroy, T. et al. 2011].

En cuanto a los factores de riesgo, el tabaco es el factor de estilo de vida con
una asociaciéon mas fuerte con el PDAC, seguido de un consumo excesivo de al-
cohol [Bosetti, C. et al. 2012]. Ademas, se ha observado que la pancreatitis crénica
se asocia con un aumento en el riesgo (13 veces mayor) de desarrollar PDAC, y la
obesidad también se ha relacionado con un mayor riesgo de enfermedad. Dado
el aumento en el consumo de dietas procesadas, que contienen alimentos proin-
flamatorios, la incidencia de PDAC en personas menores de 30 anos también esta
aumentando [Sung, H. et al. 2019]. Por otro lado, del 3,8% al 9,7% de los pacientes
portan variantes genéticas en su linea germinal que los hacen mads susceptibles a la
enfermedad. En la mayoria de los casos, estas variantes ocurren en genes de repa-
racion del dano del ADN. Entre las variantes mas comunes se encuentran los genes
Breast Cancer Type 2 (BRCA2), Breast Cancer Type 1 (BRCA1) y Ataxia-telangiectasia
mutated (ATM) [Hu, C. et al. 2018].

Un conjunto complejo de alteraciones genéticas en varias etapas esta involucra-
do en la fisiopatologia del PDAC. Existe un estado precanceroso, en el cual existen
neoplasias intraepiteliales pancreaticas (PanIN), que son lesiones precancerosas,
de las cuales una pequena fracciéon puede progresar a un alto grado de displasia
y PDAC (Figura 23). En este estado precanceroso mencionado anteriormente, Pa-
nIN adquiere una serie de defectos genéticos acumulativos, lo que resulta en la
iniciacion y el mantenimiento del PDAC [ Terhune, P.G. et al. 1998].

En cuanto a los sintomas del PDAC, a menudo son inespecificos, lo que hace
que el diagnéstico en la mayoria de los casos sea tardio. Entre ellos se encuentran
una disminucién del apetito, indigestion y cambios en los habitos intestinales. En
la mayoria de los casos, los tumores de PDAC (70%) comienzan en la cabeza del
pancreas con obstruccion biliar, lo que produce orina oscura, ictericia, pérdida de
peso, fatiga, pérdida de apetito e insuficiencia pancreatica exocrina [ Walter, .M. et
al. 2016].

En cuanto al tratamiento, el cancer de pancreas generalmente se trata con
cirugia, quimioterapia y radioterapia, pero rara vez se cura. Como se mencioné
anteriormente, menos del 20% de los pacientes con PDAC pueden optar por la ex-
tirpacion quirdrgica de los tumores porque generalmente la deteccion se produce
en una etapa avanzada o metastasica [ Wang, S. et al. 2021]. Esto hace que la qui-
mioterapia sea el principal tratamiento para el PDAC. Los principales agentes qui-
mioterapéuticos son aquellos basados en agentes que danan el ADN, que afectan

La investigacion académica frente al desafio de descubrir nuevos farmacos

47



48

directamente a la sintesis y reparacion del ADN, y también se emplean antimetabo-
litos como gemcitabina y fluorouracilo. Si hay metastasis, por ejemplo, el PDAC esta
en una etapa avanzada y los tratamientos citotoxicos con multiples agentes pueden
mejorar las tasas de supervivencia [REF]. Las opciones de quimioterapia de pri-
mera linea actuales incluyen gemcitabina sola o combinada con paclitaxel unido a
albumina (nab-Paclitaxel), o FOLFIRINOX modificado (que es una combinacion
de 5-fluorouracilo, oxaliplatino, irinotecan, leucovorina) [ Conroy, T et al. 2018].

Figure 23. Representacion de la progresion del cancer de pancreas en humanos y ratones.
(A) Representacion esquematica de células normales del pancreas exocrino, indicando de
izquierda a derecha la formacién de PanIN cada vez mas displdsicos y el desarrollo del
PDAC. La progresiéon de PanIN-PDAC esta relacionada con una acumulacion creciente de
lesiones genéticas, que involucran la activacion de KRAS y la pérdida de genes supresores
de tumores, incluyendo CDKN2A, TP53, SMAD4 y BRCA2. (B) Secciones tenidas con H&E
(hematoxilina y eosina) del pancreas de ratén de los siguientes genotipos: izquierda (WT),
medio (KrasLSL; Pdx1-Cre), derecha (KrasLSL; Pdx1-Cre; p53+/-), ilustrando células aci-
nares (ac) y ductales (du) normales, asi como una lesiéon PanIN en etapa temprana y un
PDAC avanzado. https://doi.org/10.1177/0192623313508250.

Dado que actualmente no existe un tratamiento completamente eficaz para el
PDAC, la busqueda de nuevos y mas efectivos dianas terapéuticas y medicamentos
continua activamente.
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5.2. ETAPA 2: Identificar una diana terapéutica de interés para abordar la
patologia que se pretende resolver

NUPRI como diana terapéutica

La proteina NUPR1 (Nuclear Protein 1), también conocida como p8 (por su
masa molecular de 8 kDa) o COM1 (Candidato a Metastasis 1), fue identificada en
1997 por Mallo y colaboradores con un estudio transcriptémico [Mallo, G. et al.,
1997] cuando aislaron por primera vez su gen, mientras estudiaban la respuesta
al estrés en el pancreas al inducir pancreatitis aguda en ratas, la enfermedad mas
frecuente del pancreas exocrino (Figura 24). Cuando las células de un organis-
mo se enfrentan al estrés debido a una agresion o dano, activan un programa de
emergencia que altera la expresion de genes y proteinas. Este programa ayuda a las
células a sobrevivir en condiciones de estrés o ambientes hostiles. En el caso de la
pancreatitis aguda, esta respuesta es rapida y eficaz, llevando a la autolimitacion de
la enfermedad. EI programa de emergencia sobreexpresa proteinas que previenen
la progresion de la pancreatitis y también promueven la regeneracién y superviven-
cia de la glandula pancredtica, por lo que resulté de interés estudiar este “programa
de defensa” a nivel molecular en las células pancreaticas.

Figura 24: Imagen extraida de la publicacion Mallo GV et al (hitps://doi.org/10.1074/
jbe.272.51.32360). 1zquierda: Expresion de RNA mensajero de p8 en pancreas en funcién
de las horas posteriores a la induccién de un proceso de pancreatitis en rata (utilizando
ceruleina inyectada intraperitonealmente). Derecha: Confirmacién mediante WesternBlot de
la presencia de la proteina (utilizando un anticuerpo policlonal que reconocia la secuencia
de aminodcidos 61-80 de p8 en rata).

Una vez identificado este ARNm se utilizé este cADN del gen p8 de rata para
hacer un cribado de una libreria de cADN de pancreas humano, proporcionando
un unico clon positivo, que correspondia al equivalente gen p8 en humano, con
una homologia del 74% con el gen de rata [ Vasseus; S. et al., 1999] (Figura 25).
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Figura 25: Esquema del proceso en el que se identificé del gen p8 que codifica para la
proteina de estrés celular NUPRI en tejido pancredtico con pancreatitis aguda (Creado con
BioRender.com)

Estudios posteriores confirmaron que el gen p8 humano es un gen de estrés
celular, cuya expresion se incrementa rapidamente durante la pancreatitis aguda.
Codifica la proteina NUPRI, que ayuda al pancreas a protegerse y regenerarse.
Ademas del pancreas, la proteina NUPRI se expresa en varios tejidos, mostrando
diferentes niveles de expresion en diferentes 6rganos. Sin embargo, no se ha detec-
tado mRNA de NUPRI en sangre periférica ni leucocitos.

Otro gen, denominado COM1 (Candidato a Metastasis-1) se encontré muy so-
breexpresado en el cancer de mama y su secuencia resulté idéntica a la secuencia
del gen p8 humano [Ree, A.H. et al., 2000]. En otros tipos de tumores también se
comprobo6 su expresion alterada (aumentada o disminuida) respecto a sus niveles
en tejido sano, como los localizados en la glandula pituitaria, pancreas, prostata,
tiroides o glioblastomas [ Goruppi, S. et al. 2010]. el caso concreto de adenocarcino-
ma ductal de pancreas (PDAC), se ha observado una sobreexpresion de la proteina
NUPRI tanto en el tejido canceroso del pancreas como en las lineas celulares de
cancer de pancreas, mientras que sus niveles son normales en el pancreas sano. Las
células tumorales, incluyendo las pancreadticas, deben enfrentarse a condiciones
extremadamente dificiles, como la hipoxia, falta de nutrientes y la presencia de es-
pecies reactivas de oxigeno (ROS) debido al metabolismo alterado. Nuestro grupo
de investigacion participé en un estudio donde se observé que la proteina NUPR1
desempena un papel clave en el mecanismo de defensa celular ante el estrés, lo que
la convierte en una candidata prometedora para el desarrollo de nuevas drogas en
el tratamiento de este tipo de tumores [ Santofimia-Castario, P. et al. 2019].

Asi pues, entre las funciones de la proteina NUPRI, se ha relacionado con
apoptosis celular [ Malicet, C. et al. 20006], senescencia [ Hamidi, T. et al. 2012], adhe-

OLca M*. ABIAN FrANCO



sion y tumorigénesis [Sandi, M.K. et al. 2011], metastasis [ Cano, C.E. et al. 2010] y
también con funciones biolégicas no tumorales [Path, G. et al. 2004]. La proteina
NUPRI podria considerarse una buena candidata como diana terapéutica frente
a PDAC.

5.3. ETAPA 3: Caracterizacion de la diana terapéutica

Estructura y funcion de NUPRI

Conocer las caracteristicas de la diana proteica sobre la que quiere comenzar
a trabajar es fundamental.

En cuanto a su estructura, la proteina NUPRI1 es un polipéptido de 82 aminoaci-
dos, de cardcter bésico, y una masa molecular teérica de 8,8 kDa [Mallo etal., 1997]
cuya secuencia de aminoacidos es: MATFPPATSAPQQPPGPEDEDSSLDESDLYS-
LAHSYLGGGGRKGRTKREAAANTNRPSPGGHERKLVTKLONSERKKRGARR

La representacion de su estructura puede verse en la Figura 26:

Figura 26: Imagen extraida de la web: https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/060356. En ella
se representa a la proteina NUPR1 de 82 aminodcidos (cédigo UniProt 060356) en la que
se aprecia su condicion de proteina intrinsecamente desestructurada o IDP

NuPR1 tiene en su extremo COOH-terminal una secuencia de residuos carga-
dos positivamente, tipico de las senales de localizacion nuclear en humanos (NLS:
KLVTKLOQNSERKKRGA), lo que sugiere que NUPRI funciona en el nicleo de la
célula. Estudios de inmunofluorescencia en células transfectadas con el gen p8
confirmaron que la proteina NUPRI se distribuye por toda la célula, nicleo o cito-
plasma, dependiendo su localizacion subcelular de las condiciones de crecimiento
en la célula [Sandi, M.K. et al. 2011].

También se observé en el extremo N-terminal de la proteina la presencia de
una region PEST (Regiones ricas en Pro/Glu/Ser/Thr), que se asocian a proteinas
de vida media corta, lo que sugiere una regulaciéon de los niveles de la proteina
NUPRI por el sistema ubiquitina/proteasoma [ Goruppi, S. et al. 2004].

Los datos obtenidos en la prediccion de su estructura secundaria muestran que
NUPRI tiene un motivo hélice-bucle-hélice pero que permanece mayoritariamente
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desplegada, perteneciendo por tanto al grupo de las proteinas intrinsecamente
desestructuradas o IDPs [ Santofimia-Castaiio, P. et al. 2017]. Esta estructura es similar
a la de otras proteinas que actian como proteinas de unién al ADN, por lo que la
proteina NUPRI podria actuar como factor de transcripciéon uniéndose al ADN.
Esta hipotesis esta apoyada por la capacidad de la proteina de ser fosforilada/des-
fosforilada, y que podria estar relacionada con la translocacion de la proteina al
nucleo y su unién al ADN [Mallo et al., 1997] [Vasseur et al., 1999].

Estudios in silico y de ingenieria de proteinas mostraron que hay dos regiones
criticas (en la que se involucran estos tres residuos: Tyr 30, Tyr 36 y Thr 68) que re-
sultan ser las mds hidrofébicas de la secuencia de la proteina que interaccionan con
muchos ligandos naturales (ADN, protimosina-a...). Cabe destacar que, en todas
las interacciones, NUPR1 permanece desordenada tras la formacién del complejo
[Aguado-Llera, D. et al. 2013].

Otra caracteristica de NuPR1 es que se une a ADN independientemente de la
secuencia y que es sustrato para la quinasa A [Encinay, JA. et al. 2001] y que, ademas
de ser fosforilada, NUPRI puede ser acetilada y ubiquitinada, cualidades que, junto
con su localizacién celular apoyan atn mas el papel de NUPRI en la regulacion
transcripcional de muchos de los genes implicados en importantes procesos celula-
res [ Goruppi, S., et al. 2007].

Los analisis de resonancia magnética nuclear (NMR) y dicroismo circular (CD)
de la proteina NUPRI, indican la ausencia de una estructura secundaria estable de
la misma en disolucién. La forma del espectro obtenido por estas técnicas corres-
ponde a una conformacién random coil, es decir, una cadena al azar o una cadena
aleatoria sin estructura estable. Se trata por lo tanto de una proteina que se encuen-
tra parcialmente desplegada en disolucion.

Todo lo explicado anteriormente, relativo a su estructura y funcién, nos indica
que NUPRI es una proteina pequena intrinsecamente desestructurada (IDP) im-
plicada en numerosas rutas celulares relacionados con el cancer, por lo que puede
ser considerada una buena diana terapéutica para la investigacion de nuevos far-
macos antitumorales.

El descubrimiento de pequenas moléculas que interaccionen con NUPRI im-
pidiendo la union a sus ligandos biolégicos, conseguiria bloquear muchas de las
funciones protumorales de la proteina en la célula. Por ejemplo, una pequena mo-
lécula que evitara la formacion del complejo NUPR1/Protimosina o aumentaria las
tasas de apoptosis de las células tumorales pancreaticas; o si esta molécula inhibiera
la formacion del complejo NUPR1/MSLI1, se modularia la reparacion del ADN de
esas c€lulas tumorales.

Aunque la busqueda de estas moléculas que bloqueen la interaccién proteina-
proteina de una proteina IDP es un reto considerable, la definicion de una estrate-
gia valida para llevarla a cabo abriria un gran campo en el desarrollo de firmacos
antineoplasicos, ya que gran parte de las proteinas implicadas en cancer son protei-
nas intrinsecamente desestructuradas (IDPs).
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5.4. ETAPA 4: Diseno y puesta en marcha de la estrategia de identificaciéon de
compuestos bioactivos frente a dicha diana

5.4.1. Hipotesis de trabajo

El punto de partida de nuestro estudio fueron todos los estudios reportados
previamente indicaban que NUPRI era una IDP implicada en numerosas rutas ce-
lulares, relacionadas muchas de ellas con desarrollo de cancer, por lo que podria
ser considerada una buena diana terapéutica para la investigaciéon de nuevos farma-
cos antitumorales y, en concreto, frente a cancer de pancreas.

Nuestra hipotesis de trabajo se puede resumir en el siguiente esquema, en el
que se muestra como el objetivo principal que nos planteamos fue la identificacion
de pequenas moléculas con potencial efecto terapéutico para el tratamiento del
adenocarcinoma ductal de pancreas, mediado a través de su interacciéon con la
proteina intrinsecamente desordenada NUPRI1 (Figura 27).

Figura 27: Imagen que describe la hipétesis de partida del trabajo (Creado con BioRender.com)

5.4.2. Esquema general de la estrategia de trabajo

Como se mencioné previamente, el disenio de medicamentos dirigidos especifi-
camente a las IDPs plantea desafios significativos debido a su naturaleza estructural
dinamica, lo que hace que los métodos tradicionales de diseno de medicamentos
basados en la estructura no puedan aplicarse en IDPs [ Wright, PE. et al. 2015]. Por
lo tanto, el desarrollo de inhibidores para NUPR1 ha resultado ser particularmente
desafiante debido a las caracteristicas tinicas de esta proteina.
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Durante anos (desde 2015), en nuestro grupo de investigaciéon, en colabo-
racion con investigadores de diferentes grupos de investigacion nacionales (Dr.
Neira en la Universidad de Alicante) e internacionales (Dr. Jovanna del INSERM
de Marsella en Francia y Dr. Rizutti del CNR en Calabria, Italia), hemos llevado
a cabo numerosos estudios para comprender de manera mas integral el papel
de NUPRI, asi como para desarrollar medicamentos contra esta proteina, desde
investigaciones basicas basadas en técnicas biofisicas, bioquimicas, bioinforma-
ticas y biologicas, hasta la posterior evaluacion de estos compuestos en sistemas
biol6gicos mas complejos, como cultivos celulares y modelos animales de cancer
de pancreas.

Nuestros estudios en esta area han sacado a la luz las complejidades asociadas
con el abordaje basado en NUPRI y el diseno de inhibidores efectivos, con el fin
de bloquear la acciéon de NUPR1 vy, por lo tanto, reducir el riesgo de progresion de
cancer de pancreas.

En este punto es importante enfatizar que todos los esfuerzos y avances que se
detallaran a continuacién valen la pena sin lugar a dudas porque: en primer lugar,
el cancer de pancreas es un cancer con un alto nivel de estrés de diferentes ori-
genes; en segundo lugar, NUPRI es una proteina de estrés y una proteina central
involucrada en varias vias de senalizacion clave; y en tercer lugar, NUPRI estd espe-
cificamente sobreexpresada en el PDAC en comparacién con su nula expresion en
los tejidos normales, lo que convierte a NUPRI1 en una diana terapéutica potencial
para el desarrollo de nuevas terapias contra el cancer en el PDAC.

Nos hemos centrado en adoptar un «bottom-up approach» (enfoque desde abajo
hacia arriba) en el diseno de medicamentos contra las IDPs, utilizando concreta-
mente NUPRI como prueba de concepto (Figura 28). Este enfoque involucré un
esfuerzo multidisciplinario, integrando técnicas in silico, in vitro, in cellulo e in vivo
que estaban disponibles en ese momento.

A diferencia de otros enfoques para disenar medicamentos dirigidos a IDPs,
nuestro método no se basé en una determinacion experimental completa del con-
junto de conformaciones de la IDP. En cambio, nos enfocamos en las caracteristi-
cas especificas de los compuestos seleccionados. Luego, estos compuestos fueron
sometidos a modificaciones quimicas y estudiados a través de métodos comple-
mentarios, tanto n vitro como in vivo, para obtener una comprension integral de
su modo de accion. A través de ensayos in silico, utilizamos herramientas compu-
tacionales para analizar las interacciones entre los compuestos y NUPRI. Estas
simulaciones proporcionaron informacién valiosa sobre los mecanismos de unién
y los posibles sitios de union. En las técnicas in vitro, realizamos experimentos
para caracterizar el mecanismo de accion de los compuestos y sus efectos sobre
NUPRI. Esto incluy6 diferentes ensayos y mediciones para evaluar sus afinida-
des de uni6n, propiedades termodinamicas y cambios estructurales inducidos en
NUPRI. Ademas, utilizamos técnicas in cellulo, utilizando modelos basados en cé-
lulas, para examinar el efecto de los compuestos en los procesos celulares que in-
volucran a NUPRI. Esto nos permitié observar sus efectos dentro de un contexto
celular, estudiando su comportamiento y posibles efectos secundarios. Ademas, en
los ensayos in vivo, evaluamos la eficacia y seguridad de los compuestos utilizando
modelos animales. Al administrar compuestos y monitorizar sus efectos in vivo, ob-
tuvimos informacién sobre sus propiedades farmacolégicas generales, incluyendo
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la biodisponibilidad, distribucién, metabolismo y toxicidad. Por lo tanto, al combi-
nar los datos obtenidos de todas estas técnicas, pudimos obtener una comprension
integral del mecanismo de accién de los compuestos contra NUPR1. Este enfoque
ascendente nos permitié disenar de manera efectiva medicamentos dirigidos a
IDPs, como NUPRI.

Figure 28. Enfoque multidisciplinar para el descubrimiento de firmacos que hemos llevado
a cabo en nuestro grupo.

5.4.3. Resultados en las diferentes fases de investigacion realizadas en el laboratorio

Nuestro enfoque se puede resumir en varios pasos:

1. Seleccion de Compuestos: Iniciamos nuestra investigacion seleccionando
una biblioteca de 1,120 medicamentos aprobados por la FDA para identificar posi-
bles ligandos para NUPRI. Utilizamos la técnica de TSA mediante DSF menciona-
da anteriormente, que revel6 compuestos que inducian cambios significativos en
las curvas térmicas.
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2. Caracterizacion de Compuestos: LLos compuestos seleccionados del proce-
so de seleccion fueron sometidos a una evaluacién rigurosa utilizando métodos
complementarios. Determinamos sus afinidades de unién mediante calorimetria
de titulacion isoterma (ITC, por sus siglas en inglés) y utilizamos diversas técnicas
espectroscopicas, como fluorescencia, dicroismo circular (CD, por sus siglas en in-
glés) y resonancia magnética nuclear (NMR, por sus siglas en inglés), para obtener
una comprension mas profunda de sus interacciones con NUPRI.

3. Simulaciones de Dinamica Molecular: Utilizamos simulaciones de dinamica
molecular (MD, por sus siglas en inglés) para capturar la naturaleza dindmica de
NUPRI1 y predecir modos de union e interacciones con los compuestos selecciona-
dos. Este analisis computacional proporcioné informacion valiosa sobre los posi-
bles sitios de unioén y mecanismos.

4. Ensayos de Relacion Estructura-Actividad (SAR): Para validar ain mas
nuestros hallazgos, llevamos a cabo ensayos de relacion estructura-actividad
(SAR) utilizando técnicas de NMR. Examinamos de cerca los complejos forma-
dos entre NUPR1 y los compuestos, centrandonos en la deteccion de residuos
dentro de NUPRI que se vieron afectados por la presencia de los compuestos
seleccionados.

5. Validacion In Vitro e In Vivo de los compuestos hits seleccionados: Se deter-
mino la actividad in cellulo e in vivo de los compuestos identificados por HTS.

6. Diseno Basado en Ligandos In Silico para disefio de compuestos leads: Para
mejorar la eficacia anticancerigena de la trifluoperazina (TFP) y minimizar sus
efectos secundarios neurolégicos, utilizamos un enfoque de diseno basado en li-
gandos in silico. Esto involucré simulaciones de MD y técnicas de docking molecular,
lo que condujo a la sintesis de nuevos compuestos derivados de TFP, incluyendo
ZZW-115.

7. Validacién In Vitro e In Vivo de los compuestos leads sintetizados: Los nuevos
compuestos sintetizados, especialmente ZZW-115, fueron sometidos a una valida-
cion exhaustiva in vitro e in vivo. Los experimentos basados en células demostraron
una actividad anticancerigena significativa contra células derivadas de PDAC, con
77ZW-115 dirigido especificamente a NUPRI1. En modelos de ratones, ZZW-115 con-
dujo a una regresiéon completa de tumores sin efectos secundarios neurolégicos
observados.

Si bien ZZW-115 fue prometedor inicialmente, también se asocié con posibles
efectos cardiotoxicos debido a su interaccion con el canal de potasio hERG. Este
descubrimiento destac6 la necesidad de inhibidores mas seguros y selectivos de
NUPRI para mejorar el tratamiento del PDAC.

En resumen, nuestra investigacion representa un esfuerzo pionero en el campo
del desarrollo de medicamentos dirigidos a IDPs, centrandonos en NUPRI como
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prueba de concepto. Nuestro enfoque multidisciplinario proporcioné informacion
valiosa sobre posibles inhibidores de NUPR1 y sus mecanismos de accion. En este
momento continuamos trabajando en el desarrollo de tratamientos mas seguros y
efectivos para el PDAC.

1. Seleccion de Compuestos:

En la primera fase de nuestra investigacion, nos centramos en analizar c6mo
NUPRI interactia con diversos compuestos. Para esto, llevamos a cabo un cribado
de compuestos utilizando una biblioteca quimica de 1,120 medicamentos aproba-
dos por la FDA, conocida como Prestwick Chemical Library. Para el proceso de cribado
se realizé un ensayo de desplegamiento térmico (TSA) por fluorescencia (del que
previamente hemos hablado) y en el que se pudieron identificar compuestos que
inducian los cambios mas significativos en la senal de fluorescencia de las curvas de
desnaturalizacién térmica (Figura 29). A partir de este cribado, seleccionamos 15
compuestos que avanzaron a las siguientes etapas de nuestro estudio combinaron
métodos experimentales y computacionales.

Figure 29. Resultados experimentales del cribado de alto rendimiento HTS con la libreria
de compuestos quimicos Prestwick Chemical Library®. a) Disefio de una placa utilizada
para el cribado HTS de los compuestos de la quimioteca: Las columnas 1y 12 se correspon-
den con las posiciones de los controles negativos (sin proteina, s6lo sonda ANS y DMSO)
y las columnas 2 a la 11 con proteina y ANS a la que se anaden los compuestos testados
en solvente DMSO. b) Perfil de fluorescencia obtenido por los 15 compuestos finalmente
seleccionados del cribado HTS tras la desnaturalizacion térmica (T* 25-75°C). Cada curva
fluorescencia representa una mezcla formada por la proteina NUPR1 ([NUPR1]= 4pM),
la sonda fluorescente ANS ([ANS]= 100pM) y cada compuesto ([Compuesto]= 250pM)
que fue monitorizada en el fluorimetro de placas a una longitud de onda de excitacién
390nm y a 500nm de emisién, con una velocidad de barrido de 1°C/min y tomando
medidas cada 1°C.

2. Caracterizacion biofisica de interaccion con NuPR1:

En primer lugar, utilizamos la calorimetria isotérmica de titulaciéon (ITC) para
determinar los aspectos termodinamicos relacionados con la interaccion de los
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compuestos seleccionados, que habiamos identificado previamente en el cribado,
con NUPRI. Este paso nos permitié cuantificar la afinidad de unién de cada uno
de los compuestos (Figura 30).

Figura 30. (A) Tabla que contiene las medidas de interaccion de afinidad de los 15 complejos
NUPRI1-Compuesto (Kd) obtenidas por ITC a 25 °Cy los residuos afectados de la proteina
después de la unién de los compuestos con ampliaciéon de picos cruzados de NMR (aEl
error relativo es del 20 %. "El compuesto precipité a las concentraciones de NMR utilizadas.
‘No determinado en las condiciones probadas). (B) Ejemplo de titulacion calorimétrica
para uno de los compuestos Compuesto-15 (TFP, Trifluoperazina) en la interaccién con
NUPRI obtenida por ITC a 25 °C. Se muestran el termograma (panel superior) e isoterma
de unién (panel inferior). Se muestra un ajuste no lineal de acuerdo con un modelo que
considera un solo sitio de unién de ligando (linea continua) y la estructura molecular de
la TFP. https://doi.org/10.1038/srep39732

3. Simulaciones de Dinamica Molecular:

Utilizando esta informacion, realizamos simulaciones de dinamica molecular
(MD) para generar un conjunto de conformaciones de NUPR1, capturando su na-
turaleza dinamica (Figura 31). A continuacién, empleamos este conjunto de con-
formaciones para realizar simulaciones de docking molecular con los compuestos
seleccionados, prediciendo asi sus modos de unién e interacciones con NUPR1.

OLca M*. ABIAN FrANCO



Figura 31. Ejemplo de la caracterizacion por docking molecular de 3 compuestos identifi-
cados: A) Modo de unién del Compuesto-15 con la cadena lateral de la Thr68. La figura
muestra también una porcién de la cadena principal de la proteina (gris claro); B) Bol-
sillo transitorio de la proteina modelado por combinacion de los modos de unién del
Compuesto-15 con las porciones de la cadena principal de NUPRI incluyendo los resi-
duos 27-40 (naranja) y 62-72 (verde); C) Numerosos modos de unién para el compuesto
Compuesto-8 con la cadena principal de la proteina (N-y C- terminales se muestran en
azul y rojo respectivamente); D) Bolsillo transitorio de la proteina NUPRI1 modelado
por la combinaciéon de diferentes modos de union del compuesto Compuesto-9 con la
cadena principal de la proteina NUPRI, que involucra a los residuos 8-11 (morado),
27-40 (naranja) y 60-72 (verde). Para todas las representaciones fue utilizado el programa
PyMol [(DeLano WL (2002) The PyMOL molecular graphics system. DelLano Scientific,
Palo Alto, CA. http://www.pymol.org/ (accessed May 10, 2014)). Los hidrégenos y los
oxigenos de la cadena principal de la proteina no estin mostrados y los nitrégenos del
esqueleto de la proteina estin coloreados solo para los residuos implicados en la union.
https://doi.org/10.1038/srep39732

4. Ensayos de Relacion Estructura-Actividad (SAR):

Para validar adicionalmente nuestros hallazgos, realizamos ensayos de relacion
estructura-actividad (SAR) utilizando técnicas de RMN (Figura 32). Lo que estudia-
mos fueron los complejos formados entre NUPR1 y los compuestos, y nos centra-
mos en la deteccion de los aminoacidos concretos de la proteina NUPR1 que se ven
modificados en presencia de los compuestos seleccionados en el cribado.
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Figura 32. RMN de los compuestos frente a NUPR1. A) Ejemplo de Espectro 2D 1H-15N
HSQC de la proteina NUPRI aislada (rojo) a 100 uM; NUPRI1 y Compuesto-9 (negro)
(100:400 uM); y NUPRI1 y Compuesto-15 (azul) (100:400 xM). B) Tabla en la que se resu-
men las resonancias afectadas en cada uno de los compuestos caracterizados. https://doi.
org/10.1038/srep39732

Nuestra estrategia integral, que incluyé6 SAR-NMR y simulaciones de MD, pro-
dujo resultados consistentes y comparables en todo momento. Los residuos de
NUPRI afectados por la unién coincidieron estrechamente con los identificados
en nuestras simulaciones computacionales. De esta forma nuestro enfoque quedé
validado. Ademas, es importante destacar que las constantes de disociacion de los
compuestos obtenidas en ITC se encontraban en el rango micromolar, similar a
las observadas para los ligandos naturales de NUPRI1 [Goruppi, S. et al. 2010]. Esto
reafirmé atin mas la potencial aplicabilidad de nuestros hallazgos en el contexto
de encontrar inhibidores interesantes frente a NUPRI. El siguiente paso crucial
fue ver si estos hallazgos a nivel in vitro presentaban correlacion con la actividad in
celullo e in vivo.

5. Ensayos de actividad en cultivo celular de los hits seleccionados:

Los 15 compuestos identificados fueron estudiados en cultivo de células eu-
cariotas, utilizando células tumorales inmortalizadas de cancer de pancreas (Mia-
PaCa-2) y células genéticamente modificadas en las que NuPR1 no se expresaba.
Observamos que cuando se trataban las células con ellos, todos los compuestos
eran capaces de disminuir la viabilidad inicial de estas células tumorales en mayor
o menor medida, siendo los compuestos 1, 13 y 15 los mads interesantes, ya que la
reducian a un 45, 30 0 15% de su viabilidad inicial (Figura 33).

A continuacion, se utilizaron células de cultivo primario que expresaban y no
expresaban NuPR1 como modelo para estudiar la especificidad de los tres com-
puestos (1, 13y 15) que mostraron una mayor actividad n celullo (Figura 33).

Asi pues, solo la Trifluoperazina (TFP), que fue el Compuesto-15 en el estudio
y que exhibia en los estudios biofisicos por ITC una alta afinidad por NUPR1 (Ka
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= 5,2 pM), era capaz de inhibir la viabilidad celular de manera dependiente de
NUPRI (es decir, en mayor medida en aquellas células en las que se expresaba
NuPR1).

Figura 33. (D) MiaPaCa-2 y (E) lineas celulares murinas primarias genéticamente modi-
ficadas (clones NUPRI1 KO: sin expresion del gen nuprl) en comparaciéon con los clo-
nes NUPR1 WT, tratados con 10 pM de compuestos durante 6 dias. Las barras de
error son la desviacion estandar de 3 mediciones independientes (valor de p: * < 0,1;
#* < 0,05; *** < 0,0001). https://doi.org/10.1038/srep39732

6. Validacion In Vivo de los compuestos hits seleccionados

El compuesto 15, Trifluoperazina (TFP), fue estudiado in vivo y para ello se
utiliz6 un modelo de xenoinjertos de células humanas derivadas de PDAC implan-
tadas en ratones inmunodeficientes. Tras el tratamiento, se observo que el creci-
miento del tumor se paralizaba en los animales tratados con 10 mg/kg de TFP
(Figura 34). Concretamente, después de 2 semanas de tratamiento, los volimenes
tumorales mostraron un crecimiento exponencial en el grupo de control (1530 +
184 mm?), mientras que los volimenes tumorales aumentaron solo un 50 % en los
ratones tratados con 5 mg/kg de TFP (767 + 196 mm?®). Es importante destacar
que, en el caso de los ratones tratados con 10 mg/kg de TFP, el crecimiento del tu-
mor se detuvo rapidamente y casi por completo (558 + 152 mm?), incluso después
de 4 semanas de tratamiento.

Esta estrategia para identificar de forma pionera compuestos bioactivos frente
a NuPR1, ha permitido identificar un compuesto como TFP, un conocido antipsi-
cotico, y se enmarcaria en lo que se conoce como reposicionamiento de farmacos
[Neira, J.L. et al, 2017].

Lamentablemente, las dosis de TFP requeridas también indujeron efectos se-
cundarios neurolégicos no deseados, como letargo pronunciado y una postura
encorvada en los ratones debido al efecto farmacolégico ya conocido de la TFP
como agente antipsicotico utilizado principalmente para tratar la esquizofrenia
[Marques L de O. et al. 2004]. Por lo tanto, nuestros esfuerzos se centraron en me-
jorar la eficacia anticancerigena de TFP, al mismo tiempo minimizar sus efectos
secundarios neurologicos, requisito para que pueda ser considerado como farma-
co antitumoral.
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Figura 34. En xenoinjertos de tumores pancreaticos humanos, la TFP fue capaz de detener
el crecimiento del tumor. (A) Imdgenes representativas de tumores después de 4 semanas
de tratamiento intraperitoneal diario (i.p.). con 0, 5 o 10 mg/kg de TFP. El tamano del
tumor del grupo de control mostré un crecimiento exponencial, mientras que los tumores
de los ratones tratados con TFP permanecieron constantes. (B) El cambio en el crecimiento
del tumor se evalu6 para cada grupo de ratones con 0, 5 o 10 mg/kg de TFP durante las 4
semanas de tratamiento diario. El andlisis de varianza para mediciones repetidas revel6 un
efecto de tratamiento estadisticamente significativo (valor de p: ** < 0,05; *** < 0,01) en
comparacion con el grupo de control. https://doi.org/10.1038/srep39732

Figura 35. Sintesis de compuestos y caracterizacion de la unién de NUPRI1 a los compuestos.
(A) Estructura de los compuestos derivados de TFP sintetizados, llamados compuestos ZZW.
(B) Parametros termodinamicos de las reacciones de unién de NUPR1 con los compuestos.
7Z7ZW-115 fue el compuesto derivado de TFP con mayor afinidad por NUPR1 (Kq = 2,1 pM).
(C) Titulacion calorimétrica del complejo NUPR1-ZZW-115 obtenida por ITC. En la parte
superior: termograma (potencia térmica en funcién del tiempo); y en la parte inferior:
isoterma de union (efecto de calor normalizado por ligando en funcién de la relacion
molar). https://doi.org/10.1172/JCI127223
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7. Diseno Basado en Ligandos In Silico para diseno de compuestos leads

La estrategia para lograr este objetivo se basé en un enfoque de diseno de
ligandos in silico, permitiendo generar variantes de la TFP mediante la utilizacion
de técnicas que combinen las simulaciones de MD y técnicas de acoplamiento. Este
analisis computacional dio como resultado una propuesta de nuevos compuestos
derivados de TFP (compuestos ZZW) para ser sintetizados quimicamente. Estos
compuestos fueron analizados de forma exhaustiva mediante ITC y SAR-NMR (tal
y como hicimos anteriormente con los compuestos Aits identificados en el cribado)
y finalmente se identificé un compuesto (el denominado como ZZW-115) que mos-
traba la mayor afinidad (menor Kq) (Figura 35) [Santofimia-Castaro, P. et al. 2019].

5.5. ETAPA 5: Ensayos preclinicos de los compuestos identificados

Como paso final, al igual que en la validacion previa de TFP, fue preciso reali-
zar una validacion in celullo e in vivo de los nuevos compuestos que fueron sinteti-
zados posteriormente a partir de TFP, para determinar si son capaces de mostrar
actividad en estos sistemas.

Los experimentos in celullo demostraron un aumento significativo en la activi-
dad anticancerigena de ZZW-115 en diversas lineas celulares derivadas de PDAC.
Es importante destacar que se confirmé que este compuesto exhibia su actividad
anticancerigena mediante la focalizacion especifica en NUPRI, ya que los clones
nuprl KO fueron significativamente mas resistentes al tratamiento con ZZW-115
que los clones nuprl WT (estos clones tenian el gen nuprl inactivado mediante un
procedimiento CRISPR/Cas9). Este compuesto derivado de TFP también mostré
eficacia contra otras lineas celulares de cancer [Santofimia-Castarno, P. et al. 2019].
A nivel celular, se determiné la liberaciéon de lactato deshidrogenasa (LDH), la
actividad caspasa-3/7 y el contenido de ATP, observando que ZZW-115 aumentaba
la liberacién de LDH y la actividad de caspasa-3/7, y reducia el contenido de ATP,
de manera dependiente de la dosis. Por lo tanto, estos resultados revelaron que el
compuesto ZZW-115 inducia simultineamente la muerte celular a través de meca-
nismos de necroptosis (ensayo de LDH) y apoptosis (ensayo de caspasa-3/7), asi
como alteraciéon de la funcién mitocondrial (Figura 36) [Santofimia-Castano, P. et
al. 2019].
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Figura 36. El compuesto ZZW-115 mostr6 efectos antitumorales e indujo la muerte celular
por necrosis y apoptosis in vitro al inhibir NUPR1. (A) Viabilidad de lineas celulares de
cancer de PDAC, (B) clones NUPRI WT o KO y (C) diferentes lineas celulares de cancer
después del tratamiento con concentraciones crecientes de ZZW-115 durante 72 h. (D) Libe-
racion de LDH, (E) actividad de caspasa-3/7 y (F) medicién del contenido de ATP en lineas
celulares de PDAC incubadas con 0, 3 o 5 ptM de ZZW-115 durante 24 h. La significancia
estadistica fue *p < 0,05 y ***p < 0,001 en comparaciéon con el grupo no tratado (analisis
de varianza de dos vias (ANOVA), prueba post hoc de Bonferroni). Los datos representan
la media + SEM, n = 3. https://doi.org/10.1172/JCI127223

En los ensayos in vivo que involucraron xenoinjertos de tumores pancreaticos
en ratones, ZZW-115 result6 en una reversion completa de los tumores dependien-
te de la dosis sin efectos secundarios observados (Figura 37) [Santofimia-Castaiio, P.
et al. 2019]. Es importante destacar que ZZW-115 no solo mostré esta inhibicion del
crecimiento tumoral, sino que también se observé la desaparicion de los tumores
en el caso del grupo de 5 mg/kg después de 30 dias de tratamiento.

Se estudi6 el mecanismo de acciéon de ZZW-115 a nivel celular y se pudo obser-
var que el compuesto obstaculizaba la translocacién nuclear de NUPR1 (Figura 38).
NUPRI es una proteina nuclear que tiene una secuencia de localizacién nuclear
(NLS) determinada. Esta parte de la proteina se une a importinas que facilitan su
translocacion del citoplasma al nucleo, a través del complejo de poro nuclear. La
presencia del compuesto impide la interaccion de la importina con la secuencia
NLS de NUPRI (se determin6é por RMN que la unién se produce en el entorno del
residuo Thr68) y se impide asi la traslocacion al nicleo de la proteina (las imagenes
de microscopia mostraron que NUPRI1 permanecia en el citoplasma).
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Figure 37. En xenoinjertos de tumores pancredticos humanos, la ZZW-115 fue capaz de
frenar el crecimiento del tumor. (A) El cambio en el crecimiento del tumor se evalué para
cada grupo de ratones con 0, 5 o 5 mg/kg de ZZW-115 durante 30 dias de tratamiento
diario. El analisis de varianza para mediciones repetidas revel6 un efecto de tratamiento
estadisticamente significativo (valor de p: ** < 0,05; **¥* < 0,01) en comparacién con el grupo
de control. (B) Imdgenes representativas de tumores después de 30 dias de tratamiento
intraperitoneal diario (i.p). con 0 6 5 mg/kg de ZZW-115. El tamano del tumor del grupo
de control mostré un crecimiento exponencial, mientras que los tumores de los ratones
tratados con ZZW-115 se redujeron e incluso desaparecieron (con 5 mg/kg de ZZW-115).
https://doi.org/10.1172/JCI127223

Figure 38. Mecanismo de accién de ZZW-115 a nivel celular y su efecto en la progresion del
tumor en ratones con xenoinjertos. https://doi.org/10.3390/cells8111453
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Con los resultados mencionados anteriormente, ZZW-115 constituia un pro-
metedor candidato a farmaco para PDAC debido a su mecanismo molecular tinico,
ya que inducia la muerte celular combinando la induccién de necroptosis y apop-
tosis acompanadas de fallo mitocondrial. Sin embargo, se observé que ZZW-115
podia inhibir el canal de iones de potasio codificado por el Gen Relacionado con
Ether-a-go-go en Humanos (hERG), con riesgo de cardiotoxicidad [ Gintant, G. et
al. 2016]. Concretamente, la unién de ZZW-115 al canal hERG podria retardar la
repolarizacién alargando el intervalo QT en el potencial de accién cardiaco. Como
resultado, esta prolongacién del intervalo QT podria conducir al desarrollo de un
tipo especifico de arritmia ventricular, llamada torsades de pointes, que podria resul-
tar en fallecimiento [ Garrido, A. et al. 2020)].

Por esta razon, identificar y desarrollar nuevos inhibidores de NUPR1 sin com-
prometer la seguridad cardiovascular, es decir, mas seguros y selectivos, fue absolu-
tamente necesario.

De nuevo, al igual que con TFP, un buen compuesto derivado (ZZW-115) mos-
traba muy buena actividad in vivo, pero no podia ser considerado candidato a far-
maco debido a los efectos no deseados. Pero esto no invalidaba de ninguna forma
la estrategia que disenamos, sino que la reforzo, ya que, con la experiencia previa,
cada vez estabamos mas cerca de encontrar un compuesto que pudiera ser conside-
rado como candidato a farmaco frente a PDAC.

Figure 39. Resumen de los pasos llevados a cabo en la investigacion y los resultados obtenidos.
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CONCLUSION FINAL

Las proteinas IDPs son un grupo muy interesante de dianas en diferentes pato-
logias para las que son necesarias nuevas terapias y la identificacién de compuestos
bioactivos frente a ellas representan todo un reto. Los enfoques tradicionales de
diseno de medicamentos basados en la estructura suelen ser poco practicos debido
a las propiedades estructurales dinamicas de estas proteinas IDPs.

Como ejemplo de ellas, NuPR1. Su papel en el desarrollo tumoral (como en
el caso del adenoma ductal de pancreas) la convierten en una buena diana sobre
la que identificar compuestos que sean capaces de alterar la funciéon de NuPR1
en la célula, al interferir en la interaccién con sus companeros (o partners) celula-
res. La colaboracién entre varios grupos de investigacion hizo posible abordar este
desafio mediante la aplicaciéon de un enfoque sistematico, integrador de diversas
disciplinas, como la biofisica, la bioquimica, la bioinformatica y la biologia celular.
La metodologia desarrollada no necesita que el conjunto conformacional de la IDP
esté determinado previamente y puede centrarse en las caracteristicas especificas
de los compuestos. Esta estrategia de descubrimiento de farmacos fue destacada
como una de las «10 Principales Tecnologias Emergentes» el World Economic Forum
en 2019. Asi lo publicaba la revista Scientific American en su articulo: https://www.
scientificamerican.com/article/top-10-emerging-technologies-of-2019/. En €l se
decia dentro del apartado 4 MEDICAL & BIOTECH: “[...] Los cientificos estan utili-
zando combinaciones rigurosas de biofisica, potencia computacional y una mejor comprension
de la forma en que funcionan las IDPs para identificar compuestos que inhiben estas protei-
nas, y algunos de ellos han surgido como candidatos legitimos para medicamentos. En 2017,
investigadores en Francia y Espaiia demostraron que es posible apuntar y afectar la interfaz
«difusa» cambiable de una IDP. Mostraron que un medicamento aprobado por la FDA llama-
do trifluoperazina (que se utiliza para tratar trastornos psicoticos y ansiedad) se une e inhibe
a NUPRI, una proteina desordenada involucrada en un tipo de cancer de pancreas. Las
pruebas de deteccion a gran escala para evaluar miles de candidatos a farmacos con potencial
terapéutico han revelado varios que inhiben c-Myc, y algunos estan avanzando hacia el desa-
rrollo clinico. También se han identificado moléculas adicionales que funcionan en IDPs como
la beta-amiloide, implicada en enfermedades como el Alzheimer [...]".

En resumen, este ejemplo del trabajo realizado con la proteina NUPRI, re-
presenta uno de los mayores logros de nuestro grupo de investigaciéon, destacando
su caracter de colaboraciéon multidisciplinar, y muestra como, en el campo de la
investigacion académica, es posible introducir nuevos enfoques y estrategias para
descubrir compuestos bioactivos dirigidos a dianas terapéuticas que inicialmente
resultan desafiantes, como las proteinas intrinsecamente desestructuradas (IDPs).
Dada su relevancia en diversas enfermedades, incluyendo patologias tumorales y
neurodegenerativas, estas proteinas IDPs presentan un potencial significativo como
dianas terapéuticas en la busqueda de moléculas candidatas para futuros farmacos.
Nuestra aportacion cientifica a este campo, esperemos que sirva a otros grupos de
investigacion para avanzar en el mismo.
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Me complace enormemente asumir el encargo de nuestro Presidente y la Junta
de Gobierno de contestar a la Dra. Abian en su recepciéon como Académica de Nu-
mero de esta corporacion.

Este hecho tiene para mi unas caracteristicas singulares, se trata de una perso-
na a la que me une amistad y respeto, viene avalada por un magnifico Curriculum,
es una entusiasta companera del Departamento de Bioquimica y Biologia Molecu-
lar y Celular, brillante profesora de las Facultades de Medicina y Ciencias de la Uni-
versidad de Zaragoza y, en concreto, compartimos la imparticion de la asignatura
de Bioquimica Humana en el grado de Medicina.

Sirva esta ocasion para exponerles algunos de los méritos profesionales y cien-
tificos de la Doctora Abian, que le han hecho acreedora de la presente distincion.
Meéritos, que, sin lugar a duda, pondra al servicio de esta Corporacién junto con la
vitalidad, iniciativa y talento que le caracterizan.

Mi relacion con la profesora Abian se inici6 hace unos seis anos cuando empe-
cé a participar en la mencionada asignatura y en los comentarios de vigilancia de
examenes, surgio la coincidencia de formacion farmacéutica. A raiz de este contac-
to inicial, nuestra trayectoria se ha mantenido gracias a compartir puntos de vista
e intereses cientificos.

Espero que estos anos de amistad y companerismo no me resten la objetividad
necesaria para resaltar con lucidez los hechos mas destacados que singularizan la
carrera cientifica de la Dra Abian para que los que me escuchan puedan juzgar la
exactitud de mis afirmaciones.

La profesora Abian realiz6 sus estudios universitarios en la Facultad de Farma-
cia de la Universidad de Navarra donde se licenci6é en 1998. En 2003 con la Tesis
Doctoral titulada: “Diferentes estrategias de estabilizacion de penicilina G acilasa
frente a disolventes organicos. Aplicaciones en sintesis” obtuvo el titulo de Doctora
en Bioquimica y Biologia Molecular por la Universidad de Auténoma de Madrid
con la calificacion de sobresaliente “cum laude”. Su trabajo constituy6é un impor-
tante avance a lo que durante anos ha sido una fructifera linea de investigacion diri-
gida por el Dr. José Manuel Guisan en el Instituto de Catalisis del Consejo Superior
de Investigaciones Cientificas de Madrid. Fue alli donde inici6 su andadura cien-
tifica-profesional. Al poco de terminar su tesis, se trasladé a Zaragoza donde fue
profesora ayudante y contratada de investigacion del Instituto de Biocomputacion
y Fisica de Sistemas Complejos de la Universidad de Zaragoza. En 2008 participo
en la convocatoria nacional de investigadores Miguel Servet del Instituto de Salud
Carlos IIl'y obtuvo una de las contadas plazas con adscripcion al Instituto Aragonés
de Ciencias de la Salud. En este contrato permaneci6 durante seis anos. Después
de superar, de nuevo, la evaluaciéon nacional obtuvo el nombramiento como in-
vestigadora Miguel Servet tipo II y posteriormente, en el ano 2017 se incorporé
como Investigadora senior nivel 2 adscrita al Instituto Aragonés de Ciencias de la
Salud. En esos anos simultaneo su actividad investigadora con la faceta docente
en la Universidad de Zaragoza. Esta actividad docente e investigadora le permitié
obtener la acreditacion nacional como profesor titular por la Agencia Nacional de
Evaluacion de la Calidad y Acreditacion (ANECA) y el reconocimiento a la madu-
rez cientifica de investigador (certificado I3) del Ministerio de Ciencia Tecnologia
y Universidades en 2019. Con ambos avales participé en una convocatoria de la
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Universidad para profesores de excelencia y obtuvo su plaza de profesor titular de
Universidad en 2021. Actividad que continua con singular éxito hasta la actualidad
como Profesora Titular del area de Bioquimica y Biologia Molecular de la Univer-
sidad de Zaragoza.

Su actividad docente universitaria durante estos 20 anos se ha reflejado en cla-
ses teoricas y practicas de diversos cursos relacionados con la Bioquimica en los
grados de Medicina y Biotecnologia. Igualmente ha participado en diversas asig-
naturas del Master de Biotecnologia Cuantitativa de la Facultad de Ciencias. Ha
supervisado diversos trabajos fin de grado, master y Tesis Doctorales. Destaca la
doctora Abian, entre otras cualidades positivas, por su tesoén, dedicacion y capaci-
dad para transmitir ideas con extraordinaria eficacia e ilusion.

Su inquietud cientifica y su laudable deseo de ampliar sus conocimientos le
han llevado a realizar estancias en el James Graham Brown Cancer Research Cen-
ter (USA) y en el Max-Plank-Institut de Alemania. Durante estas estancias obtuvo
abundantes resultados que fueron motivo de diversas publicaciones.

La Dra. Abian cuenta con financiacion nacional desde 2015 como investigado-
ra principal de proyectos competitivos de investigacion como los financiados por
el Instituto de Salud Carlos III, colabora con proyectos de la Agencia Estatal de In-
vestigacion, del Gobierno de Aragon y fundaciones privadas, donde ha demostrado
siempre su responsabilidad y capacidad. A nivel internacional, en la actualidad es
colaboradora de un proyecto europeo (MOSBRI) y es lider de uno de los grupos de
trabajo de la red europea de Cooperation in Science and Technology “Identifica-
tion of biological markers for prevention and translational medicine in pancreatic
cancer”. Cabe destacar su proyecto actual centrado en la biopsia liquida térmica
para el diagnéstico y seguimiento de pacientes con riesgo de patologia digestiva
tumoral como los canceres de colon y pancreas.

Su trayectoria como investigadora y docente ha cristalizado en numerosos cur-
sos y conferencias impartidas, ademas de mas de 110 articulos de investigacion
recogidos en bases de datos internacionales. Cabe destacar entre ellos, sus trabajos
publicados en revistas tan prestigiosas como Gastroenterology, J. Clin Investigation,
European Journal of Medicinal Chemistry or Science Advances. Sus participaciones
en congresos dentro y fuera de Espana son numerosas y en ellos ha intervenido con
diversas ponencias. Todo ello ha sido reconocido con la concesion de varios sexe-
nios de Investigacion. Ademas, ejerce como revisora de diversas revistas, asi como
evaluadora para diversos organismos encargados de la financiacién de proyectos
de investigacion.

Seria muy prolijo el detallar aqui los muchos y diversos méritos por los que
la Doctora Abian ha sido elegida y les ruego acepten ese somero bosquejo como
muestra. Otra prueba evidente de la capacidad intelectual de la Doctora Abian es
el discurso que acabamos de escuchar, trazado con la firmeza de una mente serena
y con la frase oportuna de quien sabe ver con profundidad y perspectiva.

En su discurso, la doctora Abian nos ha introducido a la busqueda de nuevos
farmacos tanto por seleccion de dianas como por nuevos métodos biofisicos que
permitan enfoques de alto rendimiento. Nos ha trasmitido su experiencia con el
adenocarcinoma ductal de pancreas. Un problema de salud no resuelto por falta
de marcadores tempranos y de tratamientos especificos.
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Hoy gracias a este discurso, somos conscientes del potencial farmacolégico que
proporciona su enfoque dirigido hacia la proteina nuclear 1 o NUPRI. Su hallazgo
de un farmaco ya conocido que permite un reposicionamiento nos ha ilustrado
este fascinante futuro que indudablemente facilitara el hallazgo de otros para un
tipo de tumores que mas precisa de nuevos enfoques.

Mi mas sincera enhorabuena, por su discurso y por su trayectoria cientifica.
Felicitacion que quiero hacer extensiva a su familia.

En este momento de bienvenida, en nombre de todos los académicos de esta
Academia, quiero manifestar el deseo de que su permanencia entre nosotros sea
muy fructifera. Quienes le recibimos esperamos que su talento, tesén, meticulosi-
dad, y entusiasmo encuentren entre nosotros el clima apropiado para el enrique-
cimiento de las tareas académicas y para un mayor prestigio de esta Corporacion.

Profesora Dra. Abian, Olga

i1iMuchas felicidades!!!

Muchas gracias
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