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Disseny i sintesi d'inhibidors de cisteina-proteases
Design and synthesis of cysteine protease inhibitors

Florenci V. Gonzalez

Universitat Jaume | (UJI). Departament de Quimica Inorganica i Organica

Resum: A partir del mecanisme d'accié dels enzims, s'han dissenyat molécules menudes que actuen com a inhibidors de

cisteina-proteases. Aquests inhibidors s'han sintetitzat i assajat contra cisteina-proteases parasitaries relacionades amb malal-

ties infeccioses. Els inhibidors tenen una estructura general amb dues parts: una de peptidomimeética, reconeguda pel centre

actiu, i una de reactiva, en qué un grup electrofil (warhead) reacciona amb la cisteina. La reactivitat d'aquesta ultima part

amob el tiol de la cisteina determina la cinética d'inhibicio.

Paraules clau: Cisteina-proteases, inhibidors, peptidomimeétics.

Abstract: Small molecules acting as cysteine protease inhibitors have been designed according to the enzyme's mechanism of

action. These inhibitors have been synthesized and tested against parasitic cysteine proteases related to infectious diseases.

The inhibitors display a general structure with two parts: a peptidomimetic part recognized by the active center and an elec-

trophilic group (“warhead”) which is reactive with cysteine. The reactivity of the warhead with the cysteine thiol determines

the inhibition kinetics.

Keywords: Cysteine proteases, inhibitors, peptidomimetics.

Introduccio

a inactivacio d'un enzim amb una molécula me-
nuda, anomenada inhibidor, representa una es-
tratégia per al descobriment de farmacs nous,
especialment contra malalties per a les quals hi
ha identificats enzims clau en el desenvolupa-
ment de la malaltia. Per exemple, els inhibidors
de I'enzim convertidor de I'angiotensina son far-
macs que permeten controlar la tensio arterial, els inhibidors
de la proteasa del virus de la immunodeficiéncia humana
(VIH) formen part del coctel de farmacs que s'utilitza per
tractar la SIDA o I'inhibidor de la proteasa principal del
SARS-CoV-2 (Mpro) nirmatrelvir es troba en el farmac
Paxlovid, entre d'altres.

Les proteases son un tipus d'enzim que catalitzen la hidrolisi
dels enllacos amida dels peptids. L'enlla¢ peptidic especific

que es vol hidrolitzar és reconegut pel centre actiu de I'enzim.

Segons la nomenclatura de Schechter i Berger [1], la zona

d'unio al centre actiu es pot subdividir en llocs S (S, S....), ca-

1"
dascun dels quals permet la ubicacio d'un residu d'aminoacid
P del substrat (P, P,...) (vegeu la figura 1).
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Ficura 1. Nomenclatura de Schechter i Berger. Elaboracid propia.

Les cisteina-proteases son enzims molt estesos a la natura
que catalitzen la hidrolisi d'enllacos peptidics per I'accio
d'una cisteina del centre actiu. Les malalties tropicals infec-
cioses —com la malaltia de Chagas, la malaltia de la son, la
leishmaniosi visceral o la malaria— afecten milions de perso-
nes en zones deprimides del mdn. Hi ha una necessitat urgent
de trobar farmacs nous per a aquestes malalties, perque els
que hi ha sén poc efectius 0 mostren efectes secundaris, a
més dels problemes de resisteéncia que presenten. S'han iden-
tificat les cisteina-proteases cruzaina en el Trypanosoma
cruzi, causant de la malaltia de Chagas [2], rodesaina en el
Trypanosoma brucei, causant de la malaltia de la son [3], fal-
cipaines en el Plasmodium falciparum, causant de la malaria
[4], i hi ha identificades cisteina-proteases en Leishmania,
causant de la leishmaniosi [5]. Tot i que aquestes cisteina-
proteases mostren algunes diferéncies entre elles, totes
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Ficura 2. Mecanisme de les cisteina-proteases. Elaboracio propia.

pertanyen a I'anomenada familia de la papaina, amb un ori-
gen filogenétic comu.

El mecanisme d'hidrolisi catalitzat per una cisteina-proteasa
es pot resumir en quatre passos (figura 2). En aquest mecanis-
me, hi participa la cisteina i també un residu d'histidina I'anell
d'imidazole de la qual queda a prop del tiol de la cisteina, que
el desprotona i el fa més nucleofil (vegeu la figura 2). Com a
primer pas, el tiolat ataca el carbonil de I'amida i origina un
intermediari tetraédric que dona lloc a I'amina i es forma

un intermediari tioéster. A continuacid, una molécula d'aigua
hidrolitzara el tioéster mitjancant un procés d'addicio-elimi-
nacid i s'alliberara I'acid carboxilic (vegeu la figura 2).

Els inhibidors de cisteina-proteases sén molecules menudes
que competeixen amb el substrat. Segons la cinetica d'inhibi-
cio, els inhibidors poden ser reversibles o irreversibles, i, dins
dels reversibles, trobem els covalents i els no covalents, depe-
nent que tingui lloc o no, respectivament, la formacié d'un
complex covalent enzim-inhibidor. El mecanisme per als inhi-
bidors covalents irreversibles té dues etapes: en primer lloc es
forma el complex reversible enzim-inhibidor i, a continuacio,
el tiolat s'uneix covalentment i d'una manera irreversible a
I'inhibidor (vegeu la figura 3). En aquests tipus d'inhibidors, la
mesura de la inhibicié s'indica mitjancant el quocient k /K
(equivalenta K, ), la qual és preferible als valors d'inhibicié

d'IC,, perqué aquest canvia segons el temps d'incubacio de
['inhibidor. Per contra, els inhibidors covalents reversibles es
mesuren amb la IC_ o amb la K*, la constant d'equilibri per a
la formacio del complex covalent reversible (figura 3).

a) inhibidor irreversible
K k;
E + | — Bl —%% g
b) inhibidor covalent reversible
E + | = E+| ==E-

Ki

Fiura 3. Tipus d'inhibici6 covalent: a) irreversible i b) reversible. Elaboracié propia.

Inhibidors de cisteina-proteases

En el nostre grup d'investigacio hem sintetitzat inhibidors de
cisteina-proteases que responen a una mateixa estructura

quimica general: una seqiiencia peptidica curta que ocupa
eficagmentelsllocsS,, S, 1S, (part de reconeixement) i un

grup electrofil a I'extrem carboxi-terminal del peptid suscep-

tible de reaccionar amb el tiolat de la cisteina (part reactiva o
warhead) (vegeu la figura 4). ._45
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Ficura 4.  Estructura general dels inhibidors. Elaboracio propia.

Dipeptidil epoxiésters

Els primers inhibidors que vam sintetitzar van ser els dipepti-
dil epoxiesters [6]. El disseny dels dipeptidil epoxiésters es va
fer a partir de I'estructura quimica de dos inhibidors coneguts,
que son la fluorometilcetona Z-F-A-FMK, de la qual es va
prendre la part dipeptidica, i el E-64c, del qual es va agafar la
funcio epoxiéster (vegeu la figura 5). A més, el residu d'alani-
na es va canviar per un d'homofenilalanina per tal d'augmen-
tar les interaccions hidrofobiques al lloc S.,.

Per a la sintesi dels dipeptidil epoxiésters es va posar a punt
una reaccio aldolica d'Evans emprant 4-oxobutenoat d'etil

i una tiazolidintiona acilada amb 4-fenilbutanoic. La reacci6 va
donar lloc a una mescla d'aldols en qué l'isomer antiva ser el
majoritari. Els aldols es van separar per cromatografia. La se-
paracio posterior de I'auxiliar quiral va generar un hidroxiacid
que primer es va sotmetre a proteccio i després a reaccio de
Curtius; I'isocianat resultant es va acoblar amb el segon ami-
noacid fent servir 4-(dimetilamino)piridina [7]. La desprotec-
ci6 posterior de I'alcohol secundari va donar Iloc a un alcohol

allilic I'epoxidacié nucleofila del qual va generar I'epoxialcohol
sin, que, per oxidacio, va originar el producte final FGA3 (ve-
geu la figura 6).

La mateixa ruta sintética a partir de I'aldol sin va donar lloc a
I'inhibidor amb I'epoxid de configuracié contraria FGA4.

Les epoxicetones diastereoisomériques FGA3 i FGA4 es van
assajar contra la cruzaina, la rodesaina i la catepsina B de
Trypanosoma brucei (vegeu la taula 1). Els compostos van ser
molt actius davant la cruzaina i la rodesaina amb una inhibi-
cio irreversible.

El compost FGA3 va ser més actiu que el FGA4, la qual cosa
denota una influéncia de I'estereoquimica de |'epoxid sobre
I'activitat biologica.

Dipeptidil cetoenoats

Posteriorment, vam pensar de preparar analegs als epoxies-
ters, pero que, en lloc de tindre un epoxid com a part reactiva,
tingueren un doble enllac carboni-carboni que estaria conju-
gat per un costat amb la cetona i per I'altre amb I'éster. L'in-
hibidor resultant és un acceptor Michael que podria ser atacat
pel tiolat de la cisteina. Per a |a preparacio dels dipeptidil ce-
toenoats es va emprar una nova ruta sintética, que s'indica a
la figura 7 [8, 9]. A partir del corresponent dipéptid en forma
d'ester es va preparar el fosfonat per reaccio amb metilfosfo-
nat de dimetil ionitzat. Posteriorment, el fosfonat es va sot-
metre a una reaccié de Horner-Wadsworth-Emmons amb etil
glioxal. D'aquesta manera es va preparar una familia de
dipeptidil enoats (figura 7).
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FiGura 5.

Disseny dels dipeptidil epoxiésters. Elaboracio propia.
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Ficura 6. Ruta sintética dels dipeptidil epoxiésters. Elaboracio propia.

Tauta 1. Dades d'inhibicio per als dipeptidil epoxiésters. RD = rodesaina, CZ = cruzaina,

Tbb CB = catepsina B de Trypanosoma brucei brucei. Elaboracié propia.

IC,, (nm) K. JK ('s™)
Inhibidor
RD cz Tbb CB RD Ccz Tbb CB
FGA44 35 20 >>1.000 92,090 82,900 120
FGA47 30 50 400 23,500 25,200 84,5

n-BuLi, THF, -78 °C : etanol
O Ry P(O)(OMe),

FGA44 R, = CH,CH,Ph, R, = Bn, Ry = Z
FGA47 R, = CH,CH,Ph, R, = i-Bu, Rg = Z
FGASS5 R = Me, R, = Bn, Ry =Z

FGAS9 R, = (D)+Bu, Ry = BN Ry = Z
FGA70 R; = i-Bu, Ry = Bn, Ry = Z

FGA74 H1 =Bn, R2 = (D)CHzCHEPh, Ha = Mu
FGA75 R1 = Bn, H2 = CHzCHzPh, R3 = Mu
FGAT76 R, = Bn, R, = -BU, Ry = Mu

FGA77 R, = CH,CH,Ph, R, = i-Bu, Rg = Mu
FGA78 R, = CH,CH,Ph, R, = Bn, Ry = Mu
(warhead = C(O)CH=CH=CHCO,Et)

R 0 Ro 9
CH3P(0)(OMe), 2 H otil glioxal, K,C N
) N
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Ficura 7. Ruta sintética dels dipeptidil cetoenoats. Elaboracio propia.
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Els dipeptidil cetoenoats es van assajar contra les cisteina-
proteases humanes catepsina B i L, i contra les parasitaries
cruzaina, rodesaina i falcipaina-2, relacionades amb la malal-
tia de Chagas, la tripanosomiasi africana i la malaria, respec-
tivament. Els inhibidors FGA44, FGA69 i FGA70 van donar
valors nanomolars d'IC_ i van mostrar una cinética d'inhibicio
dependent del temps amb valors de la constant k, , per a tres
dels inhibidors, de més d'un milio en m~'s™" contra rodesaina
amb una preferéncia per la fenilalanina en el lloc P, (vegeu la
taula 2). El cetodienoat FGA78 resultant de la reaccio del fos-
fonat amb oxobutenoat d'etil va ser un inhibidor reversible, ja
que I'anio resultant de I'addicié conjugada esta estabilitzat
per ressonancia.

Els cetoenoats van mostrar una inhibicié dual, de manera que
a concentracions baixes d'inhibidor es comporten com a inhi-
bidors reversibles, perd a concentracions més altes son irre-
versibles. El mecanisme d'inhibicio es deu al fet que el tiolat
de la cisteina pot atacar la cetona o I'enllag doble. Si el tiolat
ataca la cetona es forma un tiohemiacetal reversible i si ataca
I'enllag doble es forma un enolat que és protonat per I'histidi-
nii dona lloc a un complex irreversible. Les constants cineti-
ques afavoreixen el mecanisme dual (vegeu la figura 8); la
formacid del tiohemiacetal és més rapida, de manera que a
concentracions baixes d'inhibidor és I'unic que es dona, men-

Tauta 2.

Dades d'inhibicio per als dipeptidil cetoenoats (K, en m's™).

RD = rodesaina, CZ = cruzaina, FP-2 = falcipaina-2, CB = catepsina B humana,
CL = catepsina L humana. Elaboracio propia.

Inhibidor RD cz FP-2 CB CL
FGA44 1.274.500 - 17.100 45.500 45.300
FGA47 116.200 60.800 6.000 42.400 29.900
FGA55 6.500 139.600 28.300 47.000 197.300
FGA56 14.200 14.400 12.000 85.500 9.800
FGAG9 1.611.100 516.700 - 138.500 758.600
FGA70 1.533.300 311.800 . 116.700 704.500
FGA74 62.400 22.000 . 108.400 -
FGA75 142.000 23.400 - 97.000 28.500
FGA76 324.500 10.600 - 49.500 52.200
FGA77 120.000 5.600 - 31.400 19.600
FGA78 K =0044mm | K=0,56mm - K=14mm | K=078mm

tre que a concentracions elevades competeix amb I'addicio
conjugada i acaba donant el complex irreversible. Hi ha cal-
culs computacionals mitjangant simulacions de dinamica mo-
lecular amb potencials hibrids QM/MM que mostren barreres
d'energia lliure baixes per a aquest mecanisme dual, la qual
cosa confirma el mecanisme que s'indica a la figura 8 [10].

)
Ph &_CO,Et

H*-His

A,
Ph
)
e
Ph._o._N_J S CO,Et
TN T

Ky > kg, sila [l] és baixa —inhibidor reversible

si la [I] és alta —inhibidor irreversible

Figura 8.

Mecanisme d'inhibicio dels cetoenoats. Elaboracio propia.




Aminoacilepoxisulfones

Les vinilsulfones eren inhibidors de cisteina-proteases po-
tents, com també els epoxiesters i les epoxicetones, de mane-
ra que es van intentar preparar epoxisulfones com a inhibi-
dors. Els intents de Powers per preparar epoxisulfones
mitjancant epoxidacid nucleofila de vinilsulfones van ser in-
fructuosos i la reaccié donava lloc a allilsulfones, les quals,
d'altra banda, son inhibidors de cisteina-proteases [11].

Al nostre grup vam preparar epoxisulfones a partir de les
clorhidrines resultants de la reaccié de Darzens entre I'alani-
nal N-protegit i la clorometilsulfona (vegeu la figura 9) [12].
La reaccié genera una mescla dels quatre diastereoisomers,
que es van separar per cromatografia. La clorhidrina majorita-
ria es va convertir en la corresponent epoxisulfona per tracta-
ment basic. Es va preparar també la clorosulfonilcetona per
oxidacio de la clorhidrina (figura 9).

L'epoxisulfona i la clorosulfonilcetona es van assajar contra
un lisat de fetge de ratoli ric en catepsines. Per mesurar la po-
téncia inhibitoria es va dur a terme un experiment competitiu
amb la sonda DCGO4 especifica de catepsines. Els dos inhibi-
dors van ser actius davant les catepsines H, S i C a una con-
centracio d'1 micromolar (vegeu la figura 10).

Dipeptidil nitroalquens

Les vinilsulfones son inhibidors irreversibles de les cisteina-
proteases. Els inhibidors irreversibles poden comportar pro-

0.1 1 01 1 DCGO4 OuM

Ficura 10.  Assaig competitiu del tipus perfil de proteines segons I'activitat
(activity-based protein profiling, ABPP) dels compostos A i B contra la sonda
DCGO4-Bodipy-FL en lisat de fetge de ratoli a pH 5,0. Elaboracié propia.

blemes de toxicitat. Tenint en compte el mecanisme d'ac-
ci6 de les vinilsulfones que s'indica a la figura 11, vam dis-
senyar els nitroalquens com a warhead reversible alternatiu
a les vinilsulfones irreversibles. Als warheads del tipus ac-
ceptor Michael, després de I'atac del tiolat es forma un
carbanid que es pot protonar amb I'histidini. Com que els
nitronats son més estables que els carbanions de sulfones
(valors de pKa en DMSO = 29 i 17,2 per a sulfones i nitro-
compostos, respectivament), el canvi d'una sulfona per un
grup nitro podria donar lloc a nous inhibidors reversibles
(figura 11).
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Ficura 9.  Sintesi d'epoxisulfones. Elaboracié propia.
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Figura 11.  Mecanisme d'inhibicio de les vinilsulfones i dels nitroalquens. Elaboracié propia.

En el nostre grup d'investigacio vam preparar una familia de protegit com a carbamat de benzil. Finalment, la deshidrata-
deu dipeptidil nitroalquens (es mostren a la figura 12) [13]. cio del nitroaldol donava lloc al nitroalqué (figura 12).

La ruta sintética comenca amb la reaccié de Henry entre

I'aminoaldehid N-protegit i el nitroalca. Tot sequit, la mescla Els dipeptidil nitroalquens es van assajar contra les proteases
de nitroaldols diastereoisomérics es va sotmetre a desprotec- parasitaries rodesaina i cruzaina, i també contra les catepsi-
ci6 i I'amina resultant es va acoblar amb el segon aminoacid nes B i L humanes. Els valors de la constant K (taula 3) mos-

OH Rs OH
BocNH._CHO ReNOa EtN pgoony \)\rwog 1. TFA, CH,Cl, CszH)\n’H\)\(NOE
R, temp. amb., 16 h A, , 2. DIPEA, HOBT, EDC o & R

R, = Me, Et CbzPhe o CbzLeu
temp. amb., 16 h

CbzNH N T
O R, R

FGAG65 R, = Me, R, =H, Ry =Bn

FGA87 R, = i-Bu, Ry = H, Ry = Bn

FGAB85 R, = Bn, R, = H, Ry = Bn

FGAB86 R, = CH,CH,Ph, R, =H, Ry = Bn
FGAB89 R, = Me, R, = Me, Ry = Bn
FGA101 R, = Me, R, =H, Ry = i-Bu
FGA107 R, = i-Bu, R, = H, Ry = /-Bu
FGAB83 R, =Bn, R, = H, Ry = i-Bu

FGAB84 R, = CH,CH,Ph, R, = H, Ry = i-Bu
FGA88 R, = Me, R, = Me, R = i-Bu

MsCI, DIPEA, CH,Cl,
temp. amb., 2 h

NO,

Ficura 12. Ruta sintética per a la preparacio dels dipeptidil nitroalquens. Elaboracio propia.



Tauta 3. Dades d'inhibicié per als dipeptidil nitroalquens (K* en nwm).

Elaboracio propia.

Inhibidor RD Ccz CB CL
FGA65 0,49 0,44 8 11
FGA87 6,5 16 68 30
FGA85 29 130 310 110
FGA86 42 11 34 19,6
FGA89 50 - 6.300 280
FGA101 30 130 310 200
FGA107 18,4 25 210 46
FGA83 18 28 710 49
FGA84 14 17 72 27
FGA88 544 - 3.200 2.020

tren que els compostos sén inhibidors reversibles potents
d'aquests enzims. L'activitat inhibitoria depén de I'esquelet
peptidic. El compost FGA65 amb L-alanina al lloc P, i L-fenil-
alanina al P, va ser el més actiu amb un valor de K en el rang
picomolar contra rodesaina i cruzaina.

L'activitat antitripanocida dels nitroalquens més potents es va
determinar amb assaigs contra Trypanosoma brucei brucei. Els
valors d’EC50 van estar entre 0,43 i 10,82 micromolar.

Es van dur a terme simulacions de dinamica molecular amb
potencials hibrids QM/MM entre I'inhibidor FGAG5 i les pro-
teases cruzaina, rodesaina i catepsina L. Les superficies
d'energia potencial van confirmar el mecanisme d'inhibicio
mitjancant la formacio d'un enllag covalent entre I'enzim i
I'inhibidor [14].

Més recentment, calculs computacionals van indicar que al lloc
S, es podien establir interaccions si I'inhibidor de tipus nitroal-
qué tenia un aminoacid polar al lloc P, amb un augment conse-
glient de I'activitat inhibitoria respecte als preparats préviament,
que contenen un residu hidrofobic. Es van preparar dos inhibi-
dors de tipus nitroalqué: un d'ells contenia un triptofan al lloc P,
i I'altre, una 4-nitrofenilalanina. Els dos inhibidors van donar va-
lors de la constant d'inhibici6 d'unitats de nanomolar contra
cruzaina i catepsina L (figura 13). Aquest estudi va demostrar
que quan hi ha un triptofan al lloc P, s'estableixen noves inter-
accions amb quatre residus del lloc 52 de la catepsina L [15].

Conclusions

S'han dissenyat i sintetitzat quatre families d'inhibidors de
cisteina-proteases relacionades amb malalties tropicals. Els
inhibidors tenen una estructura general amb una part peptidi-
ca complementaria amb els llocs del centre actiu de I'enzim i
un grup a |'extrem carboxi del péptid que reacciona covalent-
ment amb el tiol de la cisteina. Entre els tipus d'inhibidors
preparats, els dipeptidil epoxiésters, els cetoenoats i les epoxi-
sulfones actuen com a inhibidors irreversibles, mentre que els
dipeptidil nitroalquens sén inhibidors covalents reversibles.
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