Inhibidores de Termolisina como modelo de
Inhibicion de metaloproteasas.

Yudith Cafiizares Carmenate.

Unit of Computer-Aided Molecular “Biosilico”” Discovery and Bioinformatic Research (CAMD-BIR Unit). Facultad
Quimica-Farmacia, Universidad Central de Las Villas (UCLV), Santa Clara, 54830, Villa Clara, Cuba.

Resumen

La Termolisina es una metaloendopeptidasa de zinc, termoestable, aislada del Bacillus
thermoproteolyticus, que ha sido utilizada como modelo farmacoldgico y biologico de algunas
metaloproteasas de mamiferos como la Neprilisina y la enzima convertidora de Angiotensina,
debido a la homologia estructural y funcional encontrada en el sitio activo. Estas enzimas estan
involucradas en el metabolismo de péptidos vasoactivos para la regulacion dela presion arterial,
por lo que, los inhibidores de la Termolisina pueden ser considerados potenciales agentes
terapéuticos. En esta revision se incluyen, ademas, algunos estudios importantes para la
comprension del mecanismo inhibitorio asi como la prediccion de compuestos inhibidores de la
Termolisina utilizando métodos tedricos.
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Introduccion

La Termolisina (TLN, EC 3.4.24.27) es una de las primeras metaloproteasas de la cual se obtuvo
su estructura en solucion cristalografica y a partir de que la informacion estructural detallada de
la enzima estuvo disponible, se ha estudiado extensivamente, como un ejemplar de las
metaloendopeptidasas de zinc.!

La TLN es una enzima proteolitica extracelular, estable al calor, de peso molecular 34600,
aislada de la bacteria gram-positiva Bacillus thermoproteolyticus.”



Contiene un ion de zinc esencial para la actividad
catalitica y cuatro iones de calcio necesario para la
estabilidad térmica. La enzima es especifica para
enlaces peptidicos que contienen residuos
hidréfobos de aminoacidos como L-leucina, L-
isoleucina, valina y L-fenilalanina, ademas es
especialmente Gtil para la hidrolisis parcial de
polipéptidos que no contengan arginina o lisina y

se ha usado para la determinacion de la secuencia Figura 1: Estructura de la Termolisina
de aminoacidos de péptidos y proteinas.>* 3P7P obtenida de la base de datos de
proteinas.

A continuacion se muestra la secuencia de la Termolisina (UniProt PO0800) extraida de la base
de datos de proteinas®.

>3P7P:E|PDBID|CHAIN|SEQUENCE

ITGTSTVGVGRGVLGDQKNINTTYSTYYYLQDNTRGDGIFTYDAKYRTTLPGSLWADA
DNQFFASYDAPAVDAHYYAGVTYDYYKNVHNRLSYDGNNAAIRSSVHYSQGYNNAF
WNGSEMVYGDGDGQTFIPLSGGIDVVAHELTHAVTDYTAGLIYQNESGAINEAISDIFGT
LVEFYANKNPDWEIGEDVYTPGISGDSLRSMSDPAKYGDPDHYSKRYTGTQDNGGVHI
NSGIINKAAYLISQGGTHYGVSVVGIGRDKLGKIFYRALTQYLTPTSNFSQLRAAAVQSA
TDLYGSTSQEVASVKQAFDAVGVK

La Termolisina es sintetizada como una pre-proenzima que consiste en un peptido sefial de 28
aminoacidos, un propéptido de 204 aminoécidos y la enzima madura contiene 316 aminoacidos
de longitud. El péptido sefial actia como una sefial de translocacion de la pre-protermolisina
hacia la membrana citoplasmatica bacteriana. La prosequencia actia como una chaperona
molecular y conduce el autoclivaje del enlace peptidico entre la secuencia de la proenzima y la
enzima madura. La proteina madura es secretada al medio extracelular".

En este articulo se resumiran las caracteristicas de la enzima, sus inhibidores, su importancia
como modelo farmacoldgico y biolégico de otras metaloenzimas asi como algunos estudios
teoricos realizados para la identificacion de compuestos inhibidores de la Termolisina.

Mecanismo catalitico de la Termolisina

Para sugerir como interactia la enzima con su sustrato han sido utilizados analisis
cristalograficos de los complejos enzima-inhibidor. EI mecanismo de accion para la Termolisina
fue propuesto por B. W. Matthew en 1988 en el que sugiere, a partir de una serie de estudios
estructurales, que el ion zinc de la Termolisina nativa forma un complejo de coordinacién con
tres ligandos proporcionados por la proteina (His 142, His 146 y Glu 166) y con un cuarto
ligando proporcionado por una molécula de agua en la que el ion de zinc tiene dos funciones:
polarizar el grupo carbonilo del sustrato y facilitar la desprotonacién del agua nucleofilica."®
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Figura 2: Mecanismo de accion propuesto para la Termolisina'.

La escision de los enlaces peptidicos catalizada por la Termolisina se lleva a cabo por un
mecanismo basico dependiente del pH y la temperatura Optima para la enzima, con el ataque de
una molécula de agua o de iones hidroxido al carbono carbonilo del enlace peptidico. EI modelo
detallado construido sugiere que el substrato entrante optimiza sus interacciones en los subsitios
Sz, S1, Si'y, Sy conduciendo la molécula de agua zinc-limitante hacia Glu 143. El caréacter
nucleofilico de esta molécula de agua podria reforzarse teniendo ambos protones de hidrogeno
enlazados a Glu 143 y, al mismo tiempo, teniendo el oxigeno ligado al zinc. Bajo influencia
combinada del ion metalico y del glutamato, el agua ataca el carbono carbonilo para formar un
intermediario pentacoordinado, posteriormente es aceptado el proton por Glu 143 y entonces se
transfiere inmediatamente la salida del nitrdgeno. El oxigeno de la cadena lateral de Asn 112 y el
carbonilo de la cadena principal de Ala 113 aceptan enlaces de hidrogeno del nitrogeno
tetraédrico doble protonado formado por la ruptura del enlace. ElI paso de este producto
intermedio a los productos es facilitado por una segunda transferencia del proton via Glu 143. En
este caso el proton es aceptado por el nitrogeno desde el péptido hidratado.

Se evidencia que la His 231 debe estar en su estado protonado para la catalisis lo cual es
constante con la idea de que este residuo ayuda a estabilizar el estado de transicion donando un
enlace de hidrogeno al péptido hidratado.

Inhibidores de la Termolisina

Los inhibidores enzimaticos son considerados agentes quimioterapéuticos efectivos, ya que un
analogo “no natural” del sustrato pude bloquear la accion de una enzima especifica.

La constante de inhibicion K, puede ser utilizada como medida de la actividad de los inhibidores
y teniendo en cuenta que de modo general los inhibidores de la Termolisina son inhibidores
competitivos andlogos del sustrato se puede definir la K; seguin la ecuacion de Michaelis-Menten:

Ki-— 1)



El inhibidor I se une reversiblemente a la enzima de modo que se forma un complejo enzima
inhibidor El cataliticamente inactivo, por consiguiente se reduce la concentracion de enzima

libre disponible para la fijacion del sustrato.

El centro del disefio de inhibidores de metaloproteasas es la
seleccion un grupo funcional que sea capaz de interactuar
reciprocamente con el metal. Se han reportado una serie de
inhibidores entre los que se destacan los tioles ya que presentan una
actividad intrinseca por el zinc y han sido empleados comiunmente
con esta actividad, las cetonas hidratadas consideradas Utiles
inhibidores de las metaloproteasas, los acidos hidroxamicos
capaces de formar una fuerte quelacion del metal, ademas grupos
anionicos tales como carboxilatos y fosfinatos analogos del
inhibidor natural fosforamodon en los que la carga proporciona una
atraccion couldmbica al cation del zinc. Los silanodioles son
introducidos recientemente a partir de hidratados de carbono
inestable, empleando un atomo de silicio central, el elemento méas
similar al carbono y también han resultado ser de gran utilidad."
Figura 3B.

El inhibidor tomado como referencia por la comunidad cientifica
fue reportado en el afio 1973, aislado a partir del Streptomyces
tanashiensis, el fosforamidén®(Figura 3A), ya que presenta una
gran afinidad por el sitio activo de la enzima y se reporta una K, =
2.8x10°M.°
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Figura 3: A) Estructura quimica del Fosforamidén. B) Principales grupos funcionales encontrados en los

inhibidores de la TLN.

Existen varios inhibidores de la Termolisina reportados en la literatura con una notable
diversidad estructural y ademas reportados como inhibidores de otras metaloproteasas como por
ejemplo los inhibidores sintéticos Tiorfan y Retrotiorfan'®; derivados peptidicos como el CLT,
Candoxatrilat y Omaprilat, el cual fue sometido a ensayos clinicos en la terapéutica de
enfermedades cardiovasculares;'" péptidos; dipéptidos; asi como, aminoacidos libres. Figura 4.
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Figura 4: Ejemplos de inhibidores de TLN reportados en la literatura. a) Tiorfanm, b) Retrotiorfanm, c) L-
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Se realizaron ademés, estudios con diferentes alcoholes'? como el metanol, el etanol, el alcohol
terbutilico, entre otros; en los que la K, oscila entre 35 y 430mM. Su pobre poder de inhibicion
esta dado a que el inhibidor se sitia en los subsitios de anclaje S1 y S1’ y no interactla
directamente con el zinc, por lo que pueden ser desplazados con facilidad por un inhibidor mas
fuerte o el sustrato natural.

Una medida para determinar la actividad relativa de los compuestos fue propuesta por G.
Klopman y R. Bendale llevando los valores de K, a una escala de rangos entre 10 y 99, donde
los ndmeros en los rangos de 10 a 19 representa compuestos inactivos, del 20 al 29
marginalmente activos y de 30 en lo adelante moléculas activas?, segtn la ecuacién:

—log (K;) = 0,0500 * X — 1,522 )

Relacion de los inhibidores de la Termolisina con otras metaloproteasas.

La familia TLN es la familia de proteasas M4 del clan de metaloproteasas MA'™ y la
metaloproteasa de zinc secretada por la bacteria gram positiva Bacillus thermoproteolyticus es el
prototipo de esta familia. Datos cristalograficos de la TLN y complejos TLN-inhibidor se han
usado para modelar el sitio activo de otras enzimas de la familia de la TLN '*%.

Generalmente las enzimas que se encuentran en esta superfamilia presentan una estructura
helicoidal homéloga a la de la TLN® y ademés dos secuencias estructurales generales HExxH y
ExxxD que contienen aminoacidos implicados en el proceso catalitico en las metaloproteasas de
zinc.”

Las metalopeptidasas de zinc juegan un papel muy importante en la biosintesis y metabolismo de
diferentes péptidos bioactivos y por tanto los inhibidores de estas enzimas pueden ser
considerados agentes terapéuticos potenciales''.

Existen otras enzimas que no pertenecen a la familia M4 sin embargo tienen una enorme
similitud estructural y funcional con la TLN lo cual ha sido muy util para la identificacion de la
interacciones del inhibidor con las metaloproteasas de zinc dentro del sitio activo' .

La enzima convertidora de Angiotensina (ECA, EC 3.4.15.1) pertenece a la familia M2 de las
metaloproteasas y juega un importante papel en la homeostasia de la presion sanguinea clivando
la Angiotensina-I para producir el potente vasopresor Angiotensina-11* e inactivando el péptido
vasodilatador bradiquinina®. La ECA contiene el motivo HEXXH donde las dos histidinas
forman dos de los tres ligandos mientras el glutamato forma el tercer ligando**. El papel del ion
zinc en la catalisis de la ECA permite pensar que es analogo al de la TLN*. Como consecuencia
de esta similitud estructural y funcional y el papel de la ECA en el metabolismo de dos péptidos
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vasoactivos, el sitio active de la TLN ha sido usado como un modelo para desarrollar inhibidores
de ECA altamente potentes y especificos, los que han sido empleados oralmente como farmacos
activos en el tratamiento de patologias asociadas con el sistema cardiovascular como la
hipertensién arterial y la insuficiencia cardiaca®®.

La Neprilisina (neutral endopeptidase; NEP, EC 3.4.24.11) es miembro de la familia M13 de las
metaloproteasas de zinc'®. Como la TLN y la ECA posee un motivo HEXXH asi como una
secuencia consenso EXXXD en el que el glutamato (Glu) sirve como tercer ligando del zinc*.
La NEP esta involucrada en el metabolismo de un nimero de péptidos que regulan los sistemas
cardiovascular, inflamatorio, nervioso e inmunoldgico de los mamiferos®’. Por lo tanto la NEP es
una diana terapéutica para el tratamiento de los trastornos cardiovasculares e inflamatorios.
Antes de la obtencion cristalina de la estructura del complejo enzima inhibidor la similitud de la
estructura y funcion con la TLN sirvid como base para el disefio de inhibidores de NEP
utilizando la termolisina como un modelo de prueba. Inhibidores selectivos como es el caso del
fosforamidon ha contribuido a la comprension de la funcién del la enzima nep'.

Los méritos de la modelacion de proteinas basado en la homologia de estructuras conocidas han
sido aplicados décadas atras®® y es claro que la construccion del modelo por homologia es una
técnica valiosa en la construccion de la estructura tridimensional de la proteina en la que la
identidad de la secuencia con el modelo es alta®.

Estudios tedricos sobre inhibidores de Termolisina

Los estudios teoricos estan motivados fundamentalmente por el ahorro que representan en cuanto
al tiempo de ensayo y recursos materiales. Se han reportado en la literatura una serie de estudios
sobre la inhibicion de la Termolisina que relacionan rasgos estructurales de los compuestos con
la actividad inhibidora de la enzima.

En el afio 1989 G. Klopman emplea el programa CASE (Computer Automated Structure
Evaluation) para el analisis de la inhibicion de la enzima Termolisina por una serie de 73
compuestos derivados de dipéptidos y polipéptidos. La contante de inhibicion (Ki) fue usada
como medida de la actividad de los inhibidores y el programa identificé satisfactoriamente
fragmentos moleculares relevantes en la actividad inhibitoria de los péptidos, sin ninguna
suposicion acerca del mecanismo de inhibicion. Utilizando los fragmentos principales fue
realizado un estudio QSAR (Quantitative Structure Activity Relationship) en el que se obtuvieron
ecuaciones de regresion lineal maltiple para la prediccion de la actividad inhibitoria?.

En 1993 S. A. DePriest y colaboradores utilizan la metodologia CoMFA (Comparative
Molecular Field Analysis), un programa QSAR-3D (three-dimensional Quantitative Structure-
Activity Relationship), como una herramienta en el desarrollo de modelos predictivos para la
Termolisina y la enzima Convertidora de Angiotensina, basados en la determinacion de la
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geometria deducida y experimental del sitio activo. Se obtuvo experimentalmente reglas de
alineamiento basada en estructuras conocidas de complejos tridimensionales producidas por
correlaciones predictivas para inhibidores de termolisina comparable, pero no superior, a la
correlacion para inhibidores de la ECA, basado en reglas de alineamiento que fueron deducidas
computacionalmente. Las correlaciones indican que los QSAR-3D basados en reglas de
alineamiento derivados solo de datas estructura-actividad pueden producir correlaciones
predictivas estadisticamente significativas para compuestos no congenéricos bastante diversos*’.

En el afio 2002 N. Marchand-Geneste y colaboradores unificaron técnicas ILP (Inductive
Logic Programming) y regresion estandar para dar al método QSAR la fortaleza del ILP en la
descripcion estérica de la estructura con la familiaridad y la fuerza de los métodos se regresion.
Se identificaron y usaron farmacdforos correlacionados con la actividad como nuevas variables
indicativas a lo largo de la prediccion CoMFA (Comparative Molecular Field Analysis) para la
formacion de ecuaciones predictivas de regresion. Se compar6 la formacion del QSAR-3D
utilizando un CoMFA estandar con el uso del ILP en el estudio de una base de datos bien
estudiada de inhibidores de la Termolisina y Glucogeno fosforilasa. En cada caso la adicién de
las variables ILP producidas estadisticamente mejoran los resultados del analisis CoMFA.
Ademas, las nuevas variables ILP no incrementan la complejidad de la ecuacion QSAR final y
dio la posibilidad de hacerse una idea del mecanismo de enlace de los complejos proteina-
ligando bajo estudio™'.

Estudios maés recientes desarrollados por M. T. H. Khan en el afio 2009 permite identificar
potentes inhibidores de la Termolisina usando cribado virtual basado en la estructura y ensayos
de enlace. Fueron identificados 22 compuestos como posibles enlaces de la Termolisina basados
en cribado virtual de estructuras con el software ICM (ICM-VLS). Ensayos de enlace in vivo
confirmaron que 12 de ellos forman enlaces con la Termolisina y su modo de enlace fueron
estudiados por docking molecular usando ICM y MVD (Molegro Virtual Docker). El inhibidor
més potente tiene una ICsy de 6.4 x 10° mM (NSC250686, 1 beta-D-arabinofuranosil-N(4)-
laurilcitosina). La estructura de este compuesto es muy diferente a los 11 restantes y 9 de los12
compuestos contienen un esqueleto quimico similar (derivados de 3-nitrobenzamida) y tienen
valores de ICsg en el rango de 697.48 a 0.047 mM. Los resultados de ICM-VLS vy los perfiles de
actividad (valores de 1Cso) fueron comparados y se encontrd cierta correlacion lineal (R?=0.78).
Estudios cinéticos mostraron que, excepto para NSC285166 (oxiquinolina), los compuestos son
inhibidores competitivos de la Termolisina®.

Conclusiones

Teniendo en cuenta lo planteado anteriormente se puede concluir que los inhibidores de la
enzima termolisina constituyen farmacos prometedores en el tratamiento de patologias tan
comunes como la hipertension arterial y la insuficiencia cardiaca por su homologia con otras



enzimas de mamiferos consideradas dianas terapéuticas para dichas patologias como la ECA 'y la

NEP.

Ademas, con el empleo de herramientas estadisticas y estudios QSAR, la identificacion de
nuevos inhibidores de metaloproteasas puede aumentar considerablemente con una disminucion
del tiempo de ensayo y recursos materiales.
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