Biofarmacos

PAPEL BIOLOGICO DE CA11EN

EL CANCER, Y SU INHIBICION A
TRAVES DE UN LEAD DISENADO
COMPUTACIONALMENTE

El cancer persiste como una enfermedad prominente que impacta de manera significativa
la salud y la calidad de vida a nivel global. Las tasas de incidencia y mortalidad asociadas al
cancer presentan un panorama preocupante tanto a nivel mundial, como europeo o nacional.

DeacuerdoconlaAgencia Internacional de Investigacion
sobre el Cancer (IARC), se estima que durante el afio 2020
se registraron aproximadamente 19,3 millones de nue-
vos casos de cancer a nivel mundial, con una estimacion
de alrededor de 10 millones de muertes relacionadas
con esta enfermedad. En Europa, el cancer representa la
segunda causa principal de mortalidad, con mas de 3,9
millones de nuevos casos y 1,9 millones de muertes esti-
madas durante ese mismo afo. Por su parte, en Espafa
se estima que se presentaron alrededor de 277,000 nue-
vos casos de cancer, con una cifra de mas de 113,000
muertes relacionadas con esta enfermedad en ese mismo
periodo.

Segun avanzamos en nuestra comprension de los
mecanismos moleculares subyacentes al desarrollo y la
progresion del cancer, se pone de manifiesto que ciertas
proteinas desempefian un papel crucial en este proceso.
Este trabajo esta centrado en el estudio de una de ellas,
que se denominara CA11 para salvaguardar la confiden-
cialidad de la misma, y de la busqueda de compuestos
gue actien como inhibidores de dicha diana terapéutica.

CA11 desempefa un papel crucial en la reparacion del
ADN vy en la regulacion de procesos celulares esenciales.
Su funciodn principal se centra en la reparacion del ADN
y en la respuesta ante dafios genéticos. EI ADN, necesa-
rio para el funcionamiento correcto de las células, esta
continuamente expuesto a dafios tanto endégenos como
exdgenos. Para contrarrestar estos dafios, las células han
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desarrollado mecanismos altamente regulados para repa-
rar el ADN, y CA11 forma parte de uno de estos mecanis-
mos. Ademas de su papel en la reparacién del ADN, CA11
también esté involucrada en la regulacion de la apoptosis
o muerte celular programada, al contribuir a la eliminacion
de células dafiadas o mutadas.

La disfuncion de CA11 incide en el desarrollo y la pro-
gresion de varios tipos de cancer. Por un lado, se ha
demostrado que la sobreexpresion de CA11 puede estar
asociada con una mayor resistencia a la terapia contra el
cancer, ya que promueve una reparacion eficiente del ADN
y evita la acumulacién de dafios genéticos que podrian
inducir la muerte celular. Por otro lado, mutaciones en los
genes que codifican CA11 o sus proteinas asociadas pue-
den conducir a una disminucioén de la capacidad de repa-
racion del ADN Yy, por lo tanto, a un mayor riesgo de cancer.

Para tratar de frenar la progresion del tumor, es crucial
encontrar y desarrollar farmacos eficaces contra dianas
terapéuticas clave. En este contexto, el disefio computa-
cional de farmacos, conocido como Computer Aided Drug
Design (CADD), juega un papel esencial al permitir el ana-
lisis y la prediccion de la interaccion entre los farmacos
candidatos y sus dianas terapéuticas, como es CA11. El
CADD ha demostrado ser una herramienta valiosa en la
identificacion y optimizacion de moléculas con potencial
terapéutico, acelerando el proceso de desarrollo de far-
macos y aumentando las posibilidades de éxito en el tra-
tamiento del cancer.



Utilizando métodos computacionales avanzados, el
CADD facilita la simulacién de la interaccion entre los far-
macos y CA11, proporcionando informacion valiosa sobre
su eficacia y selectividad. Ademas, el CADD permite el
disefio y la optimizacion de moléculas con propiedades
terapéuticas mejoradas, gracias al analisis de la estructura
y actividad de los compuestos.

Metodologia

Para identificar potenciales compuestos con actividad
anticancerigena, se llevd a cabo un cribado masivo de 3
millones de estructuras quimicas diversas, entre las que
se incluyeron las estructuras de dos inhibidores conocidos
de CA11 como control. Para ello, se utilizd un modelo de
la proteina CA11, obtenido a partir de la estructura crista-
logréfica disponible en la base de datos del Protein Data
Bank (PDB). Se realizd una busqueda virtual de alto ren-
dimiento (HTVS, por sus siglas en inglés), utilizando un
modelo de docking con pardmetros fisicoquimicos de baja
resolucion. El docking molecular es una herramienta com-
putacional que permite predecir la forma y la energia de
interaccion entre una molécula pequefa o ligando, y una
macromolécula o proteina diana (ver Figura 1). Mediante
este enfoque, se evalud la capacidad de cada ligando para
unirse a la proteina diana y se determinaron las posicio-
nes mas probables de union. Este método permitié explo-
rar una amplia variedad de compuestos quimicos con el
objetivo de identificar aquellos que podrian tener afinidad y
actividad contra la proteina diana CA11.

Diana Ligando n Energia estimada

Figura 1. Esquema representativo del funcionamiento de docking, en el que se
calcula la energia estimada de interaccion entre la diana y el ligando.

Posteriormente, se llevé a cabo un filtrado del 99% de
estructuras, seleccionando solamente el mejor 1% las
moléculas iniciales. Estas fueron sometidas a modelado
molecular utilizando un algoritmo hibrido de alta preci-
sion. Para ello, se combinaron los resultados de docking
molecular con un modelo fisicoquimico con los de un algo-
ritmo de inteligencia artificial (IA) de red neuronal (CNN,
de Convolutional Neural Network) que predice tanto la
disposicion espacial del compuesto dentro de la proteina
como la afinidad de la interaccién. De entre los mejores
compuestos, se seleccionaron 3 atendiendo a diversos cri-
terios (buen equilibrio entre la interaccién con el target y
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sus propiedades ADMET) para probar in vitro y confirmar
la capacidad inhibitoria del compuesto sobre CA11.

Para evaluar la actividad in vitro de los distintos com-
puestos seleccionados, se emplearon varias lineas celula-
res de cancer de ovario (A2780, IGROV1) y mama (BT549,
MDA-MB-231). Las células se cultivaron en medios ade-
cuados y se trataron con los diferentes compuestos,
incluyendo también controles negativos (células sin tra-
tamiento) y controles positivos (células tratadas con un
farmaco estandar de referencia) en cada experimento para
comparar los resultados obtenidos. Se utilizaron ensayos
de viabilidad celular para evaluar el efecto de los compues-
tos sobre las células cancerosas, y su actividad se evalué
mediante el porcentaje de inhibicion del crecimiento celu-
lar en comparacion con los controles.
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En este estudio, evaluamos la eficacia de los tres com-
puestos quimicos seleccionados, denominados CA11_1,
CA11_2 y CA11_3, frente a lineas celulares de cancer de
ovario (A2780, IGROVT1) y mama (BT549, MDA-MB-231).
Se realizaron ensayos de viabilidad celular en las lineas
celulares de cancer de ovario y mama tratadas con los
compuestos a una concentracion de 0.5 uM, asi como
con farmacos de referencia utilizados en el tratamiento del
cancer.

Nuestros resultados revelaron que los tres compues-
tos seleccionados mostraron una actividad significativa
frente a las células cancerosas probadas, siendo especial-
mente destacable la actividad del compuesto CAT1_2 (ver
Figura 2). A una concentracion de 0.5 M, los compuestos
CA11_.1, CA11_2 y CA11_3 inhibieron la viabilidad celular
en las lineas de cancer de ovario y mama de manera igual
o incluso maés efectiva que los farmacos de referencia uti-
lizados como control.

Linea celular de cancer Linea celular de cancer

de ovario (A2780) de ovario (IGROV1)
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Figura 2. Resultados de viabilidad celular en las lineas celulares indicadas, de los
tres compuestos seleccionados en comparacién del control negativo (células sin
tratar) y células tratadas con los dos inhibidores aprobados (control positivo).
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Estos hallazgos respaldan la idea de que la modulacion
de la actividad de la enzima CA11 puede ser una estrategia
prometedora en el tratamiento del cancer. EI compuesto
CA11_2, en particular, mostré una actividad destacada,
lo que indica su potencial como agente terapéutico en el
contexto de la reparacion del ADN vy la respuesta al dafio
genético.

Actualmente nos encontramos en proceso de optimiza-
cion del disefio estructural de la molécula, con el objetivo
de mejorar su eficacia y selectividad. Estamos explorando
modificaciones quimicas y estrategias de disefio compu-
tacional para potenciar las propiedades farmacoldgicas
del compuesto CA11_2 y lograr una mayor actividad inhi-
bidora en la diana CA11.

Ademas, estamos considerando el estudio del com-
puesto CA11_2 como parte de un sistema PROTAC
(Proteolysis-Targeting Chimera). La utilizacion de un
PROTAC basado en CA11_2 permitiria una accion mas
especificay eficiente en la modulacion de la proteina CA11,
lo que podria ampliar las posibilidades terapéuticas en el
tratamiento del cancer.

En conclusion, nuestros resultados demuestran la efec-
tividad de los compuestos CA11_1, CA11_2 y CA11_3
frente a lineas celulares de céncer de ovario y mama,
destacando especialmente la actividad del compuesto
CA11_2. El disefio estructural de la molécula esta en pro-
ceso de optimizacion para mejorar su eficacia, y también
se esta considerando su estudio como parte de un sistema
PROTAC. Estos resultados precisan la continuacion de la
investigacion para desarrollar agentes terapéuticos contra
la diana estudiada.
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