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OBJETIVO

Objetivos Generales: Disefiar y desarrollar
nuevas moléculas como potenciales candidatos
a drogas antitumorales y como herramientas
para el estudio de los mecanismos moleculares
involucrados en el desarrollo del cancer.

Este objetivo se aborda a través del
desarrollo de dos lineas de trabajo
diferenciadas segun los blancos moleculares
que se toman en cada una. Se denomina
blanco molecular a la macromolécula cuya
funcion se identifica con el desarrollo de la
enfermedad en estudio. Las nuevas moléculas
desarrolladas apuntan a interferir de alguna
manera con la funcién que cumplen los blancos
moleculares en el desarrollo de la enfermedad.
Las vias de sefializacion intracelular son
mecanismos a través de los cuales las células
responden a estimulos externos regulando
procesos como la diferenciacién, proliferacion,
migracién y apoptosis los cuales suelen estar
descontrolados en tejidos cancerosos. En este
trabajo, nos centramos en la buUsqueda de
nuevas moléculas que interfieran en la funcion
de dos blancos moleculares involucrados en
estas vias:

Obijetivos especificos

e Disefio, sintesis y evaluacion bioldgica de
activantes selectivos de la proteina RasGRP.

e Disefio, sintesis y evaluacion bioldgica de
Inhibidores de Racl.

DESCRIPCION

En las ultimas décadas, los determinantes
moleculares del comportamiento tumoral han
podido ser paulatinamente comprendidos. El
avance del conocimiento en este campo
produjo un cambio de paradigma en el proceso
de descubrimiento de agentes antineoplasicos,
que llevd a la identificacion de nuevas terapias
para combatir el cancer. En este sentido, en el
afio 2001, la FDA aprobd por primera vez la
utilizacion de un inhibidor de transduccién de
sefiales, el Imatinib mesilato (Gleevec®), cuyo
blanco es una proteina quinasa. Este hecho
revoluciond el tratamiento de leucemias
mieloides crénicas y de tumores de estroma
gastrointestinal (GIST) (Lyseng-Williamson &
Jarvis, 2001). El nuevo “paradigma molecular’
se focaliza en blancos que sostienen el

comportamiento aberrante de las células
cancerosas. Los distintos tipos de céancer
comparten atributos que resultan cruciales para
el fenotipo de los tejidos tumorales:
proliferacion en ausencia de estimulos
externos, replicacién indefinida y ausencia de
mecanismos de apoptosis, formacién de
nuevos vasos sanguineos, y habilidad para
invadir tejidos vecinos entre otros.

Este trabajo se encar6 de manera
multidisciplinaria en colaboracién con grupos
de especialistas en el estudio de procesos
celulares relacionados con el desarrollo de
céncer y previendo todas las etapas necesarias
para el desarrollo de un nuevo farmaco
(descubrimiento, ensayos pre-clinicos, clinicos
y comercializacion). En el laboratorio de
sintesis organica del INTI disefiamos vy
sintetizamos las moléculas. En todos los casos
se tratan de moléculas originales, para las
cuales se desarrollan caminos sintéticos
nuevos y cuyas estructuras se confirman con
técnicas como la resonancia magnética
nuclear, espectrometria de masa y andlisis
elemental. Las rutas de sintesis se disefian
teniendo en cuenta el material de partida
comercialmente asequible y buscando la
maxima eficiencia del proceso.

Eleccién del blanco molecular. RasGRP es un
blanco molecular validado en cancer de
prostata, melanoma y linfoma (Stone, 2011).
Racl es una proteina que se encuentra
sobreexpresada e hiperactivada en tumores
(mama, colo-rectal, gastricos, testiculares,
pulmonares y cerebrales) y es un blanco
molecular validado (Fritz & Kaina, 2006).
Disefio de compuestos. En la figura 1 se
muestran las estructuras de los compuestos
disefiados para interaccionar con los blancos
moleculares. En el caso de RasGRP la
estrategia de disefio es la de imitar al sustrato
natural de estas proteinas (el segundo
mensajero diacilglicerol (DAG)). Las "DAG-
lactonas” se disefiaron como andlogos de
estructura rigida y de mayor afinidad por su
receptor. Los inhibidores del Racl se disefiaron
a partir de un compuesto lider (ZINC69391)
hallado por screening virtual (busqueda in silico
de moléculas capaces de interaccionar con el
blanco molecular seleccionado).
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Figura 1: compuestos disefiados para la interaccién con
blancos moleculares (A) RasGRP y (B) Racl.

RESULTADOS

La sintesis de las DAG-lactonas unidas a
anillos indélicos en posiciones diferentes a la 3,
requiri6 de un desarrollo sintético particular
dada la alta reactividad quimica de la posicion
3 libre del indol. Los analogos de ZINC69391
se sintetizaron a través de la preparacion de las
cianamidas 1B-11 y 1A-1 las cuales por
reaccion con diferentes aminas condujeron a
los derivados deseados (Figura 2). En la Tabla
1 se presentan los valores de afinidad de los
compuestos sintetizados como activantes de
proteinas con dominio C1. La Figura 3 muestra
la potencia como agente antiproliferativo en
células F3II de 1A-116 (ICso 4 uM) respecto del
lider ZINC69391 (ICso 41 uM) y la disminucion
de Racl activo por accion de 1A-116.

CONCLUSIONES

e Se sintetizaron compuestos que mostraron
alta potencia como activantes de PKC (proteina
quinasa C) y RasGRP. En particular, 2A-127
presentdé una buena selectividad por RasGRP
lo que podria resultar ventajoso para el disefio
de farmacos por presentar menos
interferencias por la interaccién con otras vias y
es una herramienta importante para el
entendimiento de los procesos celulares
involucrados en el desarrollo de tumores.

e El compuestos 1A-116 presentd una
actividad promisoria en ensayos in vitro en
células e in vivo en ratones. Se esta trabajando
en estudios de toxicidad y en ensayos
preclinicos en ratones para cancer de mama y
glioma. Se present6 en USA una patente
provisional conjunta (Lorenzano Menna, 2011).
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Figura 2: procesos sintéticos desarrollados (A) RasGRP y
(B) Racl.

Tabla 1: Afinidad de unién a PKCa, RasGRP1 y
RasGRP3.

PKCo | RasGRP3 R:sKGCR?l/:’B RasGRP1 R:Sggél
PHIPBDU | 0,1720,02 | 0,42:0,03 0.4 0,12:0,01 14
2A127 | 16,2+10 | 0,33%0,06 29 0,2520,10 65
2C78 | 17,8420 | 1.630,18 11 1,55:0,10 10
2C76 8.310,0 | 0.3420.01 24 0,4120,10 24
2A149 | 7.5:10 | 1.22:0.21 6 0,8720,04 9
2A84 | 120+14 | 1,12+0.05 12 0,6920,14 19

La interaccion de los compuestos sintetizados con las
proteinas se analiz6 comparando la capacidad de los
mismos de desplazar al [*HJPBDu en proteinas
recombinantes.
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Figura 3: a. comparacion de actividad antiproliferativa de
1A-116 vs ZINC69391; b. Resultados de ensayo de
precipitacion de Rac activo (Rac—-GTP).
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