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COLABORACIONES EN QUIMICA

PRIMEROS PASOS EN EL DESCUBRIMIENTO DE
NUEVOS FARMACOS ANTICANCERIGENOS

INTRODUCCION

El Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas (CNIO)
es un centro multidisciplinar y dindmico que trabajaen la
investigacion del cancer. El cancer es una enfermedad
que mata a 93000 personas y se descubren 150000 casos
nuevos cada afo en Espana. Esta enfermedad afecta a
todas las edades, no distingue entre sexos y ademas es
dificil de curar.

Los objetivos del CNIO son desarrollar una
investigacion que permita obtener nuevos y mas eficaces
métodos de diagnoéstico y tratamiento de enfermedades
oncoldgicas y trasladar estos conocimientos cientificos a
la practica clinica consiguiendo que los avances
cientificos repercutan lo antes posible en el bienestar de
los pacientes enfermos de cancer.

El CNIO esta formado por 8 Programas de
Investigacion, entre los cuales se encuentra el Programa
de Terapias Experimentales (ETP). ETP es un programa
totalmente integrado en la estructura del CNIO y juega
un papel muy importante dentro de este centro porque
rellena el hueco existente entre la Investigacién Basica y
la Investigacion Aplicada. El objetivo del Programa de
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Terapias Experimentales es la investigacion para el
descubrimiento de nuevos farmacos anticancerigenos
que puedan curar a los pacientes enfermos.

La investigacion para el desarrollo de nuevos farmacos
es un proceso largo (se tarda en desarrollar un nuevo
farmaco entre 10 y 15 afos), costoso (el coste total estd
estimado entre 800y 1000 millones de ddlares) y de “tipo
embudo” (se parte de 5000-10000 compuestos por cada
farmaco que llega al mercado). El proceso de desarrollo
de un farmaco esta dividido en diferentes etapas (Figura
1):

1. La primera fase o Pre-Descubrimiento (Pre-
Discovery) consiste en identificar y validar una diana
terapéutica (gen, proteina, canal iénico), molécula
intimamente relacionada con la enfermedad.

2. A continuacion se entra en una segunda etapa de
Descubrimiento de Farmacos (Drug Discovery) en la
que se identifican moléculas activas (Hits) con una
accion terapéutica sobre la diana. Estos compuestos
son el punto de partida para el desarrollo masivo de
moléculas relacionadas (5000-10000) hasta la
obtencién inicialmente de unos compuestos cabeza
de serie (Lead Compounds) y finalmente de una
serie de candidatos con un buen perfil farmacolégico.

3. Con estos candidatos (~250) se trabaja en fases
preclinicas. En esta etapa los estudios se realizan a
nivel celulary en animales y se estudian propiedades
fisico-quimicas, solubilidad, estabilidad,

10 a 15 anos

Figura 1: Proceso de desarrollo de un farmaco.
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toxicologia... reduciéndose el numero de
compuestos que pasan todos los filtros (~5)

4. En la fase clinica (dividida en diferentes etapas) se
realizan los estudios en humanos para determinar la
seguridad, la eficacia, los efectos de su uso a largo
plazo... sélo 1-2 compuestos cumpliran todos los
requisitos para finalmente ser evaluados por las
autoridades sanitarias las cuales son las que
autorizan y aprueban la puesta en el mercado y la
comercializacion del nuevo farmaco.

MODUS OPERANDIDE ETP
EN EL DESCUBRIMIENTO DE FARMACOS

De todo este largo proceso de desarrollo de un farmaco,
el grupo de Terapias Experimentales del CNIO trabaja
Unicamente en fases tempranas de Descubrimiento de
Farmacos teniendo como objetivo el demostrar con un
producto disefado y sintetizado en el grupo de Terapias
Experimentales la prueba de concepto in vivo (PoC).

ETP esta dividido en dos secciones que trabajan de forma
coordinada:

- Seccion de Quimica Médica, en la cual se desarrolla
el disefio, la sintesis y la caracterizaciéon de nuevos
compuestos.

« Seccion de Biologia en la que se analizan los
compuestos anteriormente sintetizados en
diferentes ensayos farmacoldgicos tanto in vitro
como in vivo.

El Programa de Terapias Experimentales sigue una
serie de etapas para llevar a cabo el proceso de
descubrimiento de farmacos (Figura 2).

1. Una vez seleccionada la diana terapéutica, hay dos
métodos para identificar los hits o compuestos
activos biolégicamente frente a la diana:

« Mediante el programa de cribado farmacoldgico
de alto rendimiento (High-Throughput-
Screening 6 HTS), el cual testa de una forma muy
rapida miles de sustancias quimicas de la libreria
de compuestos de ETP frente a la diana.

« Mediante el disefio racional basado en ligandos
conocidos descritos en literatura o bien en la
estructura de rayos X de la proteina.

Una vez seleccionados los compuestos activos, hits,
en la seccion de Quimica Médica se realiza en primer
lugar una fase de validacion del hit, que conlleva en
algunos casos la resintesis del producto para
ensayarlo biolégicamente y la sintesis de algunos
anélogos para evaluar si existen posibilidades de
modificar su actividad biolégica mediante
modificaciones estructurales en las moléculas. En la
seleccién de hits y su disefio es importante tener en
cuenta si el espacio quimico que cubren esta libre o
bien cae dentro de alguna patente, ya que es
importante poder proteger la propiedad intelectual
de estas moléculas una vez avanzadas.

. A continuacién pasamos a una segunda etapa cuya

finalidad es generar compuestos cabeza de serie con
mejores datos farmacolodgicos (Hit to Lead), que
consiste en explorar mediante modificaciones
quimicas de las moléculas, las relaciones estructura
actividad de los compuestos frente a la diana
bioldgica (SAR) asi como las relaciones estructura-
propiedades (SPR) para poder anticipar potenciales
alertas de cara a la optimizacién de los compuestos
para ser administrados una vez optimizados in vivo.

En la seccion de Quimica Médica se estudia cual es
la porcion minima de la molécula del hit que le
confiere la actividad al compuesto (puede ser desde
un heterociclo a un grupo funcional en una posicién
determinada....), o bien se define el farmacéforo,
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Figura 2: Etapas del Proceso de Descubrimiento de Farmacos.
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interacciones clave para la actividad de los
compuestos. Esta parte de la molécula se deja fijay
se realizan variaciones estructurales en el resto de la
molécula, como son: sustituciones de grupos
bioisdsteros (que son grupos que se asemejan en
sus propiedades fisicas, quimicas o bioldgicas);
cambios o adicciones de determinados grupos
funcionales, heterociclos o &tomos que le confieren
al compuesto una mayor solubilidad, permeabilidad,
potencia, selectividad....; simplificaciones de la
molécula; transformaciones de cadenas alquilicas en
ciclos...

En la seccién de Biologia se realizan los ensayos
farmacolégicos
sintetizados. En esta fase se buscan compuestos que

de todos los compuestos
presenten: una alta potencia; alta selectividad frente
a otras dianas; propiedades in vitro ADME-tox (que
miden la capacidad que tiene el compuesto para
Absorberse, Distribuirse en los diferentes tejidos, su
Metabolismo, Excrecién o eliminacién del organismo
y Toxicidad).

En esta fase se estudia en profundidad la relacion de
la estructura quimica de los compuestos con su
actividad farmacoldgica (SAR) y la relacién de la
estructura quimica con sus propiedades ADME
(SPR). Ademas se realiza el mecanismo de accion
(MoA) en lineas celulares de los compuestos mas
activos.

Este proceso de generacién y optimizacion de la
estructura quimica con la actividad terapéutica se
repite hasta que tengamos una serie de compuestos
cabeza de serie que presenten un buen perfil
farmacolégico in vitro.

. El objetivo de esta ultima fase es la optimizacion de
los compuestos cabeza de serie para obtener un
candidato parala fase preclinica (Lead Optimization).
Para ello se explora mds en detalle los cabezas de
serie por modificaciones quimicas mdas enfocadas y

se refina no sélo la potencia de los compuestos sino
también propiedades farmacolégicas
(solubilidad, permeabilidad, estabilidad metabdlica
e interacciones con citocromos; este Ultimo punto es
importante para poder definir las interacciones
entre farmacos en el caso que se lleve a cabo una
terapia combinada).

sus

Estos compuestos generados son ensayados en la
Seccién de Biologia a nivel in vivo para conocer sus
propiedades farmacocinéticas (qué le sucede al
farmaco a su paso por el organismo) vy
farmacodinamicas (qué le sucede al organismo por
la accion del farmaco).

La farmacocinética (pK) estudia las propiedades in
vivo LADME (liberacién; absorcion, distribucion,
metabolismo y excrecion). Sélo los compuestos que
pasan ensayos
farmacocinéticos son seleccionados para ensayos
farmacodinamicos para determinar: relaciéon dosis/
respuesta; mecanismo de accién (MoA) in vivo por

con éxito los anteriores

administracion oral; eficacia en modelos de raton
tumorales.

Los compuestos que pasen con éxito estos ensayos
seran candidatos para pasar a la siguiente fase de
ensayos preclinicos.

En este proceso de desarrollo de un farmaco se van
sucediendo y repitiendo las diferentes etapas tanto
en la sintesis de compuestos como en los ensayos
farmacologicos, por tanto esta metodologia se
convierte en un proceso reiterativo de generar
compuestos y optimizar estructura/actividad/
propiedades, lo que permite al grupo de ETP
establecer continuamente nuevas hipétesis para
optimizar tanto las propiedades quimicas como las
farmacologicas de los compuestos que se van
sintetizando (Figura 3). Este largo proceso permite
generar una gran cantidad de compuestos quimicos
y de datos tanto quimicos como farmacolégicos.
Bioguimico
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Figura 3: Relacion entre los ensayos farmacoldgicos con la sintesis de los compuestos en las diferentes etapas de desarrollo de un
farmaco.
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Figura 4: Balance entre la potencia/selectividad/eficacia y las propiedades ADME en el proceso de desarrollo de un farmaco.

El compuesto mas activo y/o selectivo no tiene
porque ser el mejor compuesto porque puede
presentar limitaciones en las propiedades ADME,
por tanto la selecciéon del mejor candidato se basa
en un balance entre su potencia/selectividad y las
propiedades ADME-tox (tanto in vitro como in vivo)
(Figura 4).

DESARROLLO DEL PROYECTO DE INVESTIGACION
PI3KEN ETP

El grupo de Terapias Experimentales se ha centrado en el
estudio de nuevos inhibidores de kinasas. Las kinasas son
la llave en diferentes procesos tumorales. Uno de los
proyectos mdas avanzados es el Proyecto de PI3K
(fosfatidilinositol-3-kinasa). Los inhibidores de la via de
sefializacion de PI3K tienen un gran interés terapéutico
en oncologia, ya que esta ruta estd implicada en el
desarrollo de numerosos tumores [1-3], lo que hace de
esta kinasa una buena diana terapéutica en la
investigacién del cancer. Este proyecto de PI3K es un
proyecto muy competitivo en la industria farmacéutica
porque diferentes compuestos ya se encuentran en
estudios preclinicos y clinicos [4,5].

La serie quimica que aqui se describe se inicié con la
generacién del hit a través de un disefio racional y de la
plataforma de HTS [6]. En la bibliografia se disponia de la
estructura de RX de la interacciéon de un compuesto de
referencia GDC-0941 [7], inhibidor de PI3K, con la
proteina. Los datos cristalograficos apuntaban a ciertas
interacciones claves: enlace de hidrégeno entre el
oxigeno de la morfolina del compuesto GDC-0941 y la
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valina 882 de la enzima; enlaces de hidrégeno entre los
nitrégenos del indazol y la tirosina 867 y el 4cido aspartico

841; y un grupo 4-metanosulfonilpiperazin-1-metilo
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Figura 5: Estructura cristalina de los enlaces entre el
compuesto GDC-0941 con la enzima
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Figura 6: Identificacién/Optimizacion del Hit.

dirigido hacia el solvente mejorando la potencia gracias
a enlaces de hidrégeno con la lisina 802 y la alanina 805
(Figura 5).

En base a estas interacciones claves y a la experiencia del
grupo de ETP, se diseid primero el Hit, que debia
presentar una serie de particularidades (Figura 6):

«+ Una parte de la molécula fija (scaffold), en la que se

eligié como heterociclo la imidazo[1,2-a]pirazina.

« Un grupo capaz de captar la interaccion con la valina
de la enzima, R5. Entre los diferentes grupos que se
ensayaron (Figura 7), la morfolina fue el fragmento
que le dio mayor actividad.

- Una zona con grupos hidrofébicos, principalmente
grupos arilos y una zona con grupos polares que

interaccionen con el solvente.
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Figura 7: Diferentes grupos ensayados en la posicion R5.

o

pa

o
\

'e) Z

\%’L

/

fbociasguned |

81

A continuacion se fue modulando la estructura/
actividad/propiedades para obtener los cabezas de serie
introduciendo diferentes grupos en las distintas partes
de la molécula y evaluando su actividad frente a la diana
terapéutica:

« R1: Esta parte de la molécula es la que va dirigida al
disolvente, por tanto los grupos presentes en esta
posicién deben ser grupos polares. En esta zona de
la molécula se introdujeron una variedad muy alta
de sustituyentes, entre los que destacan los
reflejados en la Figura 8.

La introduccion de amidas y del grupo
4-metanosulfonilpiperazin-1-metilo le dio a la
molécula una alta potencia y estabilidad.
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Figura 8: Diferentes grupos ensayados en la posicion R1.
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+ R4: Esta parte de la molécula los grupos deben ser
hidrofébicos. Se ensayaron una variedad alta de
arilos y biciclos en esa posicion entre los que
destacan los representados en la Figura 9, siendo el
fragmento de 2-amino-pirimidin-5-ilo el mas
potente.

NH,
N
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H
Figura 9: Diferentes grupos ensayados en la posicién R4.

« R2: Los sustituyentes de esta posicion modulan las
propiedades de los compuestos. Se introdujeron
una variedad de sustituyentes (Figura 10), siendo los
grupos pequenos (CN, H) los fragmentos con
mejores datos farmacoldgicos.

+ R3:Los sustituyentes de esta posicion, al igual que la
posicion R2, modulan las propiedades de los
compuestos. En esta posicion solo se sintetizaron
compuestos que presentaban grupos pequenos (H,
Cl; Br, I, CN).

Asi, a partir del Hit, se obtuvieron unos compuestos
cabezas de serie [8-10] con datos farmacolégicos muy
buenos (actividad PI3K1C50 en rango nM; datos celulares
IC50 en rango nM; selectivos frente a un panel de 288
kinasasy con propiedades ADME in vitro). La optimizacion
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Figura 10: Diferentes grupos ensayados en la posicion R2.

de estos cabezas de serie generé el candidato ETP-46321
[11,12] (Figura 11).

El compuesto ETP-46321 demostré un buen perfil
farmacocinético en ratén. Los mecanismos de accién y
estudios de eficacia in vivo en modelo de ratén
demostraron una inhibicion del crecimiento del tumor
(Figura 12, izquierda) y una reduccién de la actividad
metabdlica después de treinta dias de tratamiento con
ETP-46321 (Figura 12, centro) [9]. Asimismo se comprobo
que ETP-46321 potencia el efecto terapéutico del
Docetaxel en un modelo de cancer de ovario (Figura 12,
derecha) [13].

En este proyecto de PI3K, ETP generd un elevado
nimero de compuestos quimicos y de datos
farmacolégicos. En la Figura 13 estd representado de
forma esquematica el diagrama de trabajo que se siguié
en el grupo para este proyecto con los diferentes ensayos
biolégicos que se realizaron en cada paso.
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Figura 11: Hit -> Cabeza de Serie -> Candidato ETP 46321.
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Figura 12: Representacion de la disminucion del volumen tumoral con la administracion de ETP-46321 (izquierda); Representacion de
la actividad metabdlica tumoral en pulmdn. Antes del tratamiento (se observa el color) y después (se observa como decrece el color
rojo) (centro); Representacion del volumen de tumor frente a los dias de administracion de ETP-46321/Docetaxel/ETP-46321- Doce-

taxel (derecha).

Por lo tanto, el Programa de Terapias Experimentales
identificé y caracterizd un nuevo inhibidor de PI3K (ETP-
46321) que es capaz de impedir la sefalizacion de PI3Ky
detener el ciclo celular en distintas lineas tumorales.

Este proyecto de PI3K gener6 también un segundo
candidato (ETP-46444) [14] que presenta una alta
potencia/selectividad y buenas propiedades ADME,
ademas se ha visto que es un potencial agente en la
prevencion de la obesidad, lo que ha llevado a Terapias
Experimentales a colaborar con el Grupo de Manuel
Serrano (CNIO) para el desarrollo de este compuesto en
dos areas: cancer y obesidad. Actualmente se sigue
trabajando con este compuesto en escala de multigramo
para su evaluacién in vivo para estudios en ratébn y mono.

PROYECTOS ACTUALES EN ETP

El grupo de Terapias Experimentales trabaja actualmente
en diferentes proyectos de investigacién, cuya diana
terapéutica son diferentes kinasas de proteina serina/

Disefio racional - Sm,teSIS de
analogos

Estudios de In vivo In vivo
toxicologia Eficacia MoA

~ . Ensayos | . Ensayos | . Ensayos
10-200mg bioquimicos celulares In vitro ADME

|

Candidato
Ensayos
preclinica

In vivo MoA lineas
— fi Panel
‘_E‘_| celulares 266 Kingsas

treonina. Cada proyecto se encuentra en fases diferentes
de desarrollo (Figura 14):

« PIM (proto-oncogen proteina kinasa serina/
treonina); PIM/PI3K/m-TOR (diana mamifera de
rapamicina. Se han obtenido una serie de inhibidores
con buenas actividades farmacolégicas, selectivos y
con propiedades ADME-Tox, estos productos se han
sintetizado a escala de multigrado para ensayos de
caracterizacion in vivo demostrando efectos
antitumorales en modelos de ratén. Estos proyectos
se han licenciado a Inflection Biosciences Ltd. para
su posterior desarrollo a la fase de preclinica.

- ATR (Ataxia telangiectasia-Rad3 relacionada): Se han
generado tres cabezas de serie con buenos perfiles
en términos de potencia/selectividad y propiedades
ADME-tox de dos series quimicas diferentes. Estos
compuestos se han ensayado para estudios in vivo
demostrando buenos perfiles como inhibidor de
ATR en modelos tumorales. El proyecto ha sido
licenciado a Merck Serono para el posterior
desarrollo de estas moléculas.

Selectividad

Figura 13: Representacién esquematica del diagrama para el Proyecto de PI3K.
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Figura 14: Status de los proyectos en 2014.

« CDKS8 (division celular de la kinasa 8): Este proyecto
se encuentra en fase de hit to Lead, donde se han
disenado e identificado diferentes hits que
actualmente se estan explorando.

« MASTL (Microtubulos asociados de kinasa proteina
serina/treonina): Este proyecto se ha efectuado un
cribado con la libreria de compuestos de ETP. Se han
detectado cinco hits que actualmente se estan
validando.

- Kinasa X: Este proyecto se estd realizando en
colaboracién con VIB Research Center. Realizada una
campafna de screening en el grupo se han
identificado unos hits que estan actualmente bajo
exploracién quimica de hit to Lead.
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