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Resumen

El proteasoma es una proteasa altamente sofisticada disefiada para llevar a cabo la
hidrolisis de ciertas proteinas que participan en procesos de gran relevancia a nivel
celular. Hay algunas patologias de caracter grave que se producen por desajustes en
estos procesos, como es el cancer o enfermedades de origen inmunitario como puede ser
el lupus. Es por esto, que se ha invertido mucho esfuerzo en la investigacion y
desarrollo de diferentes grupos de inhibidores de este complejo, con el fin de aumentar
el arsenal terapedtico para hacer frente a este tipo de procesos patoldgicos. En la
actualidad, estos esfuerzos se han visto recompensados con la aprobacion de tres

inhibidores del proteasoma como posible tratamiento frente al mieloma multiple.

Abstract

The proteasome is a highly sophisticated protease designed to carry out the hydrolysis
of certain proteins that take part in processes of big relevancy at cellular level. There are
some serious pathologies that take place by imbalance in these processes, like cancer or
immunological diseases such as lupus. For this reason, a lot of efforts have been
invested in the research and development of different inhibitors of this complex, in
order to increase the therapeutic arsenal that faces up this type of pathological
processes. At present these efforts have been rewarded with the approval of three
proteasome inhibitors like possible treatment against multiple myeloma.

Introduccion

En eucariotas existen dos vias de degradacion proteica que son la via vacuolar y la via
citoplasmatica, en la cual se encuentra el sistema ubiquitina-proteasoma. En la via
vacuolar participan los lisosomas, endoplasmas y el reticulo conformando un sistema de
degradacion proteica que permite la degradacion de macromoléculas tanto enddgenas
como exdgenas, con diferentes fines como es el de reciclaje o proteccion. A diferencia
del anterior sistema, el sistema ubiquitina-proteasoma va a etiquetar y degradar
selectivamente proteinas de vida corta con una gran transcendencia celular y proteinas
con errores en su plegamiento cuya acumulacién puede inducir procesos citotoxicos,
teniendo de esta forma un papel crucial en la homeostasis proteica y celular. (1)
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La sefializacion o marcaje previo de las proteinas por el proteasoma se realiza mediante
un proceso denominado ubiquitinacion. Este proceso consiste en la union de forma
seriada de moléculas de ubiquitina a la proteina sustrato.

El proceso de ubiquitinacion no es proceso irreversible, existen familias enzimaticas
(DUB’s) capaces de realizar el proceso inverso o desubiquitinacion, siendo una de las
principales funciones la de reciclaje de estas moléculas o bien, maduracion de estas
moléculas. (2)(3)

Antecedentes

El descubrimiento del papel del proteasoma humano como regulador de procesos clave
a nivel celular es reciente, tanto es asi, que los investigadores Aaron Ciechanover,

Avram Hershko e Irwin Rose recibieron el premio Nobel de Quimica en 2004.

Estructura y ensamblaje del proteasoma
El proteasoma es el miembro mas grande y complejo de la superfamilia de las proteasas

ATP dependientes que se pueden encontrar en todos los dominios de la vida.

Este complejo proteico consta de un peso atdmico de 2.6 MDa, un aparente coeficiente
de sedimentacion de 26S (en realidad es de 30S si se tiene en cuenta el montaje de las
dos unidades regulatorias simétricas), y se puede diferenciar un nucleo proteolitico 20 S
(Core Particle) con forma de barril que consta de 28 subunidades codificadas por 14
genes, las cuales estan cubiertas o delimitadas, generalmente, por dos unidades

regulatorias 19 S (Regulatory Particles) que a su vez comprenden 19 subunidades. (4)

El nucleo proteolitico 20 S estd conformado por 4 anillos heteroheptaméricos apilados
unos sobre otros. Los anillos internos contienen 7 subunidades B diferenciadas (B1- B7)
y los dos externos contienen 7 subunidades o también diferenciados (al- a7). Las
subunidades B1, B2 y BS de los anillos internos contienen los sitios activos y cada sitio
se une o adhiere a residuos aminoacidicos preferenciales. En mamiferos, se han
descubierto 4 anillos B adicionales que son: B1i, B21, B51y B5t, donde el la letra “” y “t”
se corresponde al inmunoproteasoma Yy el timoproteasoma. (2)(5)

De esta forma, se conoce que en nuestro organismo se diferencian tres clases de centros
cataliticos 20 S gracias a estas pequefias variaciones en las subunidades B, existiendo el
proteasoma constitutivo (el mas general o extendido en el organismo), el
inmunoproteasoma (iCP) y el timoproteasoma (tCP). EI tCP se expresa en las células

epiteliares del timo cortical y contiene las subunidades B1i, B2i y B5t, el iCP (B1i, B2i,
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B5i) va a estar expresado en tejidos especificos del sistema inmune, asi como en
monocitos Yy linfocitos. Algunas citocinas como el interferon-y (IFN-y) o el factor de
necrosis tumoral o (TNF- a) durante la inflamacién, van a inducir la expresion vy
sustitucion de las subunidades B1, B2 y BS por las subunidades Bli, f2i, f5i en células
cuyo origen no es hematopoyético.

Estas diferenciaciones en el nucleo catalitico 20S permiten, por ejemplo, que el iCP
genere patrones de rotura o division de sus sustratos que estimulan o refuerzan a la clase
1 del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) que median la presentacién
antigénica a las células T. Otro ejemplo, es el incremento del repertorio de péptidos
propios que beneficia al desarrollo de las células-t en el timo, gracias al
timoproteasoma. (2)

La entrada a la “maquinaria” catalitica del CP esta normalmente ocluida por colas N-
terminales de las subunidades o anillos a. Estas colas terminales conforman una especie
de puerta que debe ser abierta para que se produzca la entrada del sustrato al proceso
proteolitico. Para que se produzca la apertura, existen activadores o moduladores del
proteasoma, asi como, las subunidades reguladoras 19S (RP) que interaccionar con la
superficie de los anillos a, motivando cambios conformacionales en los mismos para
dejar accesible el poro axial del CP, a través del cual entraran los sustratos. (2)(6)

El otro gran componente de este macrocomplejo es la particula reguladora (RP), que es
responsable de realizar los siguientes procesos: reconocer los sustratos proteicos
marcados mediante cadenas de poliubiquitina, eliminar estas cadenas y atrapar la
fraccion proteica, desplegar tal fraccion, inducir la apertura de las colas N-terminales de
los anillos a que ocluyen el acceso a la maquinaria catalitica del CP y por ultimo,
introducir los sustratos desplegados al interior del CP para su protedlisis.

Para desemperiar tales funciones la unidad reguladora RP consta de 6 tipos distintos
dentro de la familia AAA+ ATPasas denominados particulas reguladoras trifosfatasas
(Rpt 1-6) y 13 particulas o subunidades reguladoras no ATPasa (Rpn), para hacer un
total de 19 subunidades.

Importancia del proteasoma como diana farmacologica.

El proteasoma 26S estd involucrado en numerosos procesos proteoliticos ATP-
dependientes de una gran variedad de oncoproteinas, factores de transcripcion, ciclinas
especificas del ciclo celular, quinasas dependientes de ciclinas (cdk), ornitina

descarboxilasa y otras proteinas clave de la regulacion celular. Es por esto, que se ha
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convertido en una diana en la terapia anticancerigena, por su involucracién en el ciclo
celular y en el proceso de apoptosis.

Debido a lo anterior, este complejo va a tener una incidencia tanto directa como
indirecta en procesos como: Mitosis, crecimiento y desarrollo celular, quimiotaxis,
presentacion antigénica, angiogenesis, apoptosis y la incidencia en la expresion de
numerosos genes que regulan otros procesos.

En el cancer muchos de estos procesos estan descompensados o alterados y de ahi la
importancia del proteasoma como diana frente al mismo. Concretamente en este
aspecto, el proteasoma va a participar intensamente en la formacién de un factor de
transcripcion nuclear denominado NF-kB, que es un heterodimero formado por las
proteinas p50 y p65 procediendo la primera de la degradacién proteasémica de la
proteina pl05. Este factor participa en la activacién de muchos genes de relevancia
celular y en este contexto, va a estimular la expresion de genes que participan en
angiogénesis (en caso de carcinogénesis, mejora la vascularizacion del tumor),
proliferacion celular y la migracion celular. Es por ello, que juega un papel muy
importante en la generacion y mantenimiento de tumores. En algunos canceres como es
el de mama, prostata o mieloma pueden presentar una sobreactividad en la funcion del
NF-kB motivada por mutaciones en genes que codifican para los factores de
transcripcion de NF-kB o en los genes que controlan la actividad. Esto se traduce en un
aumento en el estimulo del crecimiento y desarrollo tumoral, un favorecimiento de la
metastasis 0 lo que es lo mismo, un aumento en la agresividad del tumor y en un
aumento de la resistencia a la quimioterapia, por lo que complica el prondstico al
paciente. Aunque el cancer sea la principal indicacion de los inhibidores del
proteasoma, no hay que olvidar el papel del inmunoproteasoma como
inmunomodulador y en la actualidad estan bajo investigacion los inhibidores selectivos
al proteasoma de Mycobacterium tuberculosis, con el fin de eliminar formas no

replicativas de esta bacteria en el hospedador o paciente. (7)(8)

Objetivo

La relevancia celular que tiene el proteasoma y el conocimiento detallado de su
estructura y mecanismo de accion, hace que sea una buena diana para el disefio y

desarrollo de farmacos que actlen inhibiendo el mismo, no solo en procesos cancerosos,



ion contenida en el mismo.

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la inform

sino tambien en procesos patolégicos de origen inmunitario e inclusive en enfermedades
infecciosas como es la tuberculosis.

Este trabajo se centrara en el disefio y estudio de los principales mecanismos de accion
de los inhibidores del proteasoma empleados en terapéutica, asi como de farmacos en

fases de estudio avanzados.

Metodologia

Para este trabajo bibliografico se han empleado principalmente las bases de datos
cientificas Science Direct, perteneciente al grupo Elsevier, y NCBI de la biblioteca
nacional de medicina estadounidense. El primero se ha empleado principalmente para la
bldsqueda filtrada de mecanismos de accion y disefio de inhibidores y el segundo para la

informacién referente a la estructura y bioquimica que rodea al proteasoma.
Resultados y discusion

En funcion de lo descrito anteriormente, el proceso de degradacion proteolitica se
realiza gracias a las subunidades cataliticas p1, p2 y B5 situadas en los dos anillos beta
internos. Estas 6 subunidades cataliticas 3 estaran constituidas por:
e Dos centros tipo caspasa situados en las subunidades B1, que hidrolizan o
“cortan” después de aa acidos.
e Dos centros tipo tripsina que se encuentran en las subunidades B2, y la hidrolisis
es después de aa basicos.
e Dos centros tipo quimiotripsina en las subunidades B5, que hidrolizan después
de aa hidrofobos.
Las preferencias de hidrolisis de las subunidades cataliticamente activas vienen
determinadas por la configuracion quimica de los bolsillos (S) especificos de sustrato
que poseen los proteasomas. Estos bolsillos van a acomodar las cadenas laterales (P) de
los ligandos (sustrato enddgenos, inhibidores...). En funcion de la afinidad quimica
existente entre estas cadenas o partes de los ligandos con los bolsillos, van a variar
diversos parametros como el tiempo de permanencia del ligando en el sitio activo, tipo

de inhibicién, etc.
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Hidrolisis. S2'

Terminologia de Schechter y Berger utilizada para la hidrolisis enzimatica de una proteina

Los bolsillos S se sitian antes del enlace peptidico a hidrolizar por el proteasoma y los
bolsillos S™ (prima) después. Los numeros indican la cercania al centro activo, siendo el
S1yS1 los mas cercanos. (9)

El mecanismo de protedlisis es comun en los tres tipos de sitios activos, es un proceso
hidrolitico dependiente del grupo hidroxilo (OH) de un residuo de Thr 1 N-terminal. El

mecanismo se representa en el siguiente esquema:
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Esta en discusion si en el primer paso de la hidrolisis, el grupo amino N-terminal de la
Thr-1 es el que activa el hidroxilo de este mismo aminoacido o bien si es un residuo de
lisina (Lys33) la que se encargue de esta labor. (10)

Disefio y mecanismo de accion de los inhibidores del proteasoma.

Los inhibidores del proteasoma pueden ser portadores de diferentes grupos
farmacoforos, y de forma general, pueden ser divididos en funcion de que establezcan o
no enlaces covalentes con el sitio activo del proteasoma. Segun su grupo farmacoforo se
pueden distinguir como: aldehidos, boronatos, B.lactonas, sirbactinas, etc.

Aldehidos

e
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Los denominados aldehidos peptidicos fueron los primeros que se descubrieron. Son
inhibidores reversibles y forman un grupo hemiacetal reversible con el hidroxilo del
residuo de Thrl del sitio activo. (11)

(0
R/H \) ""\ R/H\)\O,,

”2 Th
Thr1 O r

Dentro de este grupo distinguiremos compuestos sintéticos y naturales, siendo los
sintéticos mas conocidos MG-132, ALLN y PSI. Entre los naturales destacan la
tiropeptina A y la felutamida B, que son péptidos de origen bacteriano. Estos aldehidos
peptidicos no solo tiene actividad inhibitoria frente al proteasoma, sino que también
inhiben las proteasas de serina y cisteina.

El primer aldehido peptidico descrito como inhibidor del proteasoma fue el ALLN, que
se caracteriza sobre todo por ser un inhibidor de Calpaina-1(proteasa de cisteina).
El complejo ALLN-proteasoma de levadura permitio, por primera vez, el estudio de los
sitios activos del proteasoma. El compuesto MG-132 no tiene una mayor potencia que
el ALLN frente al proteasoma, pero si que tiene una mayor selectividad. Otro
compuesto caracteristico de este grupo, es el PSI que es similar en cuanto a selectividad
al MG-132, pero es menos potente que el anterior mencionado. (10)

En cuanto a los inhibidores de origen natural tienen interés las tiropectinas (A 'y B) y la
felutamida B. Las primeras son metabolitos de bacterias del género actinomices, mas
concretamente Kitasatospora sp, van a inhibir los sitios tipo quimiotripsina y tripsina
pero no inhiben el sitio tipo caspasa. La felutamida B procedente de Penicillium
fellutanum, tiene afinidad por los tres tipos de sitios activos del proteasoma humano y
por €l Unico sitio activo de Mycobacterium tuberculosis. Su potencia inhibitoria del sitio
activo tipo quimiotripsina (B5) es superior en comparacion con el MG-132. (12)

El gran problema de este grupo de inhibidores radica en su bajo efecto <<in vivo>>
motivado por sus rapidos niveles de disociacion enzimatica, su rapida oxidacion a
acidos y son sustratos del transportador MDR (multi-drug resistance) de la célula
tumoral. Es por ello, que han sido apartados en como futuribles inhibidores del
proteasoma, en beneficio de otros grupos de compuestos como son los boronatos,
epoxicetonas o beta-lactonas que son mas selectivos y sobre todo, tienen una mayor

actividad frente al proteasoma. (11)
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Boronatos
Los boronatos peptidicos se caracterizan por ser bastante mas potentes y selectivos que

los aldehidos peptidicos formando parte ya del arsenal terapéutico frente al cancer, mas

concretamente frente al mieloma multiple.

[&VOH 1 /\n/\/OHSS L‘/\/OH

=
Bortezomib U cl Ixazomib U1 Delanzomib J
S1

El mecanismo de accion de los boronatos consiste en la formacion de un complejo
tetraédrico reversible con la Thrl del sitio activo, siendo inhibidores reversibles

analogos al estado de transicion. (11)
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Como se observa en la figura, para que se dé el aducto tetraédrico, el par electrénico del
oxigeno hidroxilico de la thrl reacciona nucleofilicamente con el boro.

Los compuestos lideres son el Bortezomib y el Ixazomib y son unos de los pocos
inhibidores del proteasoma que actualmente estan aprobados, aunque este ultimo aun no
estd comercializado en Espafia debido a que su aprobacion es muy reciente.

En la estructura del Bortezomib se pueden distinguir tres partes: P1, P2 Y P3, que
ocupan los correspondientes bolsillos del sitio activo (S1, S2'y S3).

El aminoacido leu-boronico (P1) incluye el grupo farmaco6foro que interacciona con la
treonina N-terminal del sitio activo del proteasoma y la cadena de la leucina que
interacciona con los residuos hidrofobicos del bolsillo S1.

En los boronatos de nueva generacion como el Ixazomib (MLN-2238) o Delanzomib
(CEP-18770) no se ha modificado P1 ya que es esencial para la interaccién con el sitio
activo B5. En P2, grupos hidrofébicos grandes como el bencilo (como es el caso del
Bortezomib) incrementan algo la potencia, pero también son activos en ausencia de
radicales en P2 como ocurre en el Ixazomib. P3 puede formar enlaces de hidrégeno con
el Asp™y es critico para mantener una alta afinidad por las subunidad B5 (sitio activo

quimiotripsina).
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El Bortezomib presenta preferencia por la inhibicion de la subunidad 5, tanto del
proteasoma constitutivo como inmunoproteasoma e inhibe con menor potencia el sitio
tipo caspasa de la subunidad B1y elsitio tipo tripsina (B2). (13)

El Bortezomib esta indicado solo o en combinacion, para el tratamiento del mieloma
multiple o linfoma de células del manto y en la actualidad, esta en investigacion para
ampliar sus indicaciones como en céancer microcitico de pulmén e incluso, como
alternativa terapéutica a la tuberculosis. (14)

A pesar del éxito de este farmaco en el tratamiento del mieloma multiple, cabe decir,
que aparecen con frecuencia efectos adversos tales como neutropenia y trombocitopenia
y casos (30% de los pacientes) de efectos neurodegenerativos pero reversibles con la
supresion del farmaco. Ademas, se han desarrollado numerosos casos de resistencias a
este compuesto mermando mucho su efectividad en la practica clinica.

A raiz de esto surgen los boronatos de segunda generacién como son el Ixazomib y el
Delanzomib (en investigacion). De estos se espera que mejoren la farmacocinética y
efectividad del Bortezomib, ademas de sortear las resistencias desarrolladas. Van a ser
farmacos que se pueden administrar por via oral, a diferencia del Bortezomib, y estan
formulados como profarmacos.

El Ixazomib estd formulado como Ixazomib citrato, que se hidroliza rapidamente en
condiciones fisioldgicas. Su biodisponibilidad oral es del 58% y el pico maximo de
concentracion plasmatica se alcanza en una hora. Su disefio es muy similar al del
Bortezomib, siendo lo mas resefiable la carencia de radical en P2 y también va a ser
selectivo por el sitio activo de la subunidad B5 tanto del inmunoproteasoma como el
proteasoma constitutivo. (15)

El profarmaco del Delanzomib es un éster borénico ciclico, que al igual que el Ixazomib
se bioactiva por hidrolisis en el medio fisiolégico. Los ensayos clinicos han demostrado
que es un compuesto con una farmacocinética aceptable y mas seguro que el
Bortezomib, en cuanto a potencia de inhibicién de los sitios activos es equiparable a
este Ultimo. De su disefio cabe destacar que en P3 presenta un sistema ciclico
nitrogenado que incluye un radical fenilo con el fin de mejorar la adaptacion con el
bolsillo S3. Por dltimo, este compuesto va a inhibir también especificamente la

subunidad B5y tiene algo de afinidad por los otros dos tipos de sitios activos. (16)

10
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Las a’, B’-epoxicetonas peptidicas son los mas especificos y potentes inhibidores del
proteasoma conocidos hasta la fecha. La primera epoxicetona que se descubrio fue la
Epoxomicina, producto natural procedente de Actinomyces, la cual ha sido utilizada
como “molde” para la sintesis de otras epoxicetonas como el Carfilzomib y el
Oprozomib (ONX-0912). EI Carfilzomib es el dnico farmaco aprobado Yy
comercializado dentro de este grupo y se espera que en los proximos afios lo sea el
Oprozomib. (11)(12)

La estructura general de las epoxicetonas se puede resumir de la siguiente manera: un
cuerpo principal formado por 4 aminoécidos en el caso del Carfilzomib o bien 3
aminoacidos en las epoxicetonas de nueva generacion como el Oprozomib, que como
todos los inhibidores peptidicos tratan de mimetizarse con los sustratos naturales del
proteasoma ocupando los bolsillos S1-S3 del sitio activo. Los aminoacidos se
encuentran en disposicion B para formar en el canal del sitio activo una lamina 3
antiparalela.

Son inhibidores irreversibles por la alta estabilidad del complejo o aducto final formado,
y van a inhibir de forma muy selectiva el sitio tipo quimiotripsina (f5), mas
selectivamente que el Bortezomib pero con igual potencia.

Mediante analisis con rayos X del complejo inhibidor-proteasoma se sabe que la parte
peptidica adopta una disposicion antiparalela en el canal del sitio de unién en 5.

El aducto morfolina formado por la interaccion del inhibidor con su diana tiene

11
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interacciones de Van der Waals con los residuos Ala22 (B5), Trp25 (B5) y His98 (B6).
La parte correspondiente al fenetilo del Carfilzomib ocupa el bolsillo S4 de B5
adyacente a la subunidad B6, siendo estabilizado mediante interacciones hidrofdbicas
por los residuos Pro94 and Valllé de esta uUltima subunidad. Estos residuos también
estabilizan a esta parte fenilalanina del Carfilzomib en el inmunoproteasoma lo que
explica en parte, que este farmaco tiene también como diana al inmunoproteasoma. (17)
El mecanismo de accion de las epoxicetonas que explica la alta especificidad de este
grupo por el proteasoma consiste en la formacion final de un anillo morfolina, en el que
participan la treonina N-terminal del proteasoma y el grupo epoxicetona del inhibidor,
segun se explica en el siguiente esquema:(11)
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A diferencia de la mayoria de grupos de inhibidores del proteasoma, las epoxicetonas no
interaccionan con las proteasas de serina y cisteina ya que no tienen sus residuos
cataliticos grupos amino para poder formar el anillo de morfolina.

El cabeza de serie de este grupo es el Carfilzomib, que actualmente es un farmaco de
segunda linea para el mieloma multiple y al igual que sucede con los boronatos
peptidicos se emplea en combinacion con la Lenalidomida y la Dexametasona.
Desgraciadamente este farmaco presenta toxicidad hematoldgica, pero gracias a su
mayor especificidad por el proteasoma estos efectos adversos son algo menos frecuentes
que en el Bortezomib.

Actualmente estd en camino una segunda generacién de epoxicetonas, liderada por el
compuesto ONX-0912 bajo el nombre de Oprozomib también dirigido a combatir el
mieloma mdltiple. Su diana es la misma que la de su analogo Carfilzomib, el sitio activo
en PS5 del protecasoma constitutivo e mmunoproteasoma. Se ha observado con el
Oprozomib un incremento del volumen del hueso esponjoso o trabecular, que es tejido
6seo donde se encuentra en la mayoria de ocasiones la médula dsea roja, encargada del
proceso de produccion de globulos rojos o hematopoyesis. Ademas, se ha observado
que disminuye la resorcién 6sea y se favorece la formacién de hueso, en ratones sin este
tipo de cancer. Por otro lado, estudios en ratones en los que se les han inducido
mieloma, se ha observado una disminucién de la carga tumoral y una prevencion de la

pérdida dsea. (18)
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Otro compuesto de nueva generacion que esta aun bajo investigacion es el ONX-0914
que esta disefiado para ser un inhibidor selectivo de B5 del inmunoproteasoma, con el
fin de ser un inmunomodulador en procesos patologicos de caracter inmunitario como
es la artritis reumatoide o el lupus eritematoso, reduciendo la produccién de citocinas e
interleucinas proinflamatorias.

La consecucion de compuestos selectivos por el iICP nace del descubrimiento de la
diferente orientacion de un residuo Met45 localizado en el bolsillo S1. La orientacion de
la Met45 en B5i hace que el bolsillo S1 sea mas espacioso que el de B5c, ya que en este
altimo la Met 45 se proyecta al interior del bolsillo S1 obstaculizando estéricamente el
acoplamiento del resto fenilo correspondiente a la fenialanina que forma parte de la
estructura de ONX-0914. (19)

Beta-Lactonas

S,
/\
Cla_~, J\rrH ) 0 \—\
N ey S
HoN < N
(@] CO,H (@] o)
Marizomib Omuralida Belactosina A

Las B-Lactonas son compuestos naturales no peptidicos originariamente representadas
por la Omuralida (Clasto-lactocistin-B-lactona) y su analogo sintético el PS-519. A
pesar de que estos compuestos son mucho mas selectivos y potentes que los aldehidos
peptidicos, no llegan al nivel de las epoxicetonas al inhibir determinadas proteasas de
serina (ej catepsina A). Durante la primera década de este siglo se han investigado y
descubierto numerosas f-lactonas, siendo el descubrimiento mas importante el
Marizomib (Salinoesporamida A) compuesto derivado de un microorganismo marino
Salinispora tropica. Actualmente, este compuesto estd en ensayos clinicos para el
tratamiento del mieloma multiple, leucemia y tumores solidos, con la esperanza de ser
una alternativa mas al Bortezomib en caso de resistencia a este farmaco. EI Marizomib
va a inhibir el sitio activo tipo quimiotripsina (B5) y tripsina (2) a concentraciones mas
bajas que el Bortezomib e induce apoptosis en células tumorales resistentes a
Bortezomib en pacientes con mieloma mditiple. EI gran problema del Marizomib es su
bajisima vida plasmatica (ty, de 5 minutos) y que atraviesa en gran proporcion la

barrera hematoencefalica, por lo que limita sus posibilidades para formar parte del
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arsenal terapéutico frente a este tipo de cancer. Se desconoce si este compuesto tiene
selectividad por el inmunoproteasoma. (11)(12)

Otra B-lactona que merece la pena su mencion es la belactosina A, que presenta como
curiosidad que solo se une a los bolsillos S° a diferencia del resto de inhibidores
descubiertos que interaccionan con los bolsillos S1-S4. (11)

Son inhibidores reversibles, ya que todos los complejos formados inhibidor-proteasoma
son disociados por accion hidrolitica del agua, reactivandose el proteasoma. Van a
inhibir las tres subunidades B, pero tienen algo mas de preferencia por la subunidad B5.
Del mecanismo de accion cabe destacar la inactivacion del sitio activo de proteasoma
por una esterificacion del hidroxilo de la treonina, como bien se puede observar en el

siguiente esquema:

En el caso del Marizomib, la apertura del anillo B-Lactona va seguido de la formacion
de un anillo tetrahidrofurano como resultado del desplazamiento del atomo de cloro del
inhibidor. (11)

En el disefio de estos compuestos como la Omuralida y el Marizomib cabe destacar la
importancia obvia del anillo de B-lactona para interaccionar covalentemente con la
treonina del sitio activo y del radical en posicion 1 del anillo condesado para que
interaccione con el bolsillo S1. Estas P-lactonas, excepto belactosina A, solo van a
interaccionar con los bolsillos S1 y S2. Actualmente se esta intentando disefiar nuevos
compuestos que permitan interaccionar con mas bolsillos y asi aumentar la selectividad

de este grupo por el proteasoma. (20)

Sirbactinas
\OH
HN pE ~ o \o
@) \N X OH \N JJ\/\/\
/ W \H/\NJJ\” \ C7H4s
N So o) o)

Siringolina A (SylA) Glidobactina A (GIbA)
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Las sirbactinas son compuestos naturales derivados de cepas bacterianas de
Pseudomonas syringae, que es un patdégeno vegetal. El descubrimiento de estos
compuestos como inhibidores potenciales del proteasoma es muy reciente. Se
caracterizan por presentar un sistema carbonilico o, B-insaturado dentro de un
macrociclo, que reacciona irreversiblemente con la Thrl del sitio activo, por una

reaccion de adicion 1,4 de Michael.
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Dentro de las sirbactinas se diferencian 2 grupos principales: Las siringolinas y las
glidobactinas. Las siringolias se caracterizan por tener un macrociclo lactamico de 12
miembros adjunto a un dipéptido exociclico de urea. Los miembros mas representativos
de las siringolinas son la siringolina A (SylA) y B (SylB), siendo el primero un
metabolito producido en mayor cantidad que el segundo. El otro grupo corresponde a
las glidobactinas, que tienen mayores diferencias estructurales con el primer grupo. Su
macrociclo lactdmico es similar al de las siringolinas pero incorporan 3-hidroxi lisina en
la posicion de la lisina de SylB, y la principal diferencia se encuentra en que estas
presentan una cadena alquilica exociclica. La principal glidobactina es la GIbA.

La siringolina A se dispone espacialmente en el sitio activo de tal forma, que su
estructura forma una lamina B antiparalela (como los Boronatos y epoxicetonas), a
diferencia de SylB y GIbA, que es estabilizada por diferentes residuos como Gly47,
Thr21 entre otros, y esto se traduce en una union inhibidor-proteasoma mas fuerte y
productiva. ElI motivo de esta diferencia de orientaciones es por la parte 34
dehidrolisina de SylA.

También como fruto del andlisis del complejo SylA-proteasoma se vio que la funcién
acida final de la molécula no influia en la potencia inhibitoria, pero la adicion de una
cadena alquilica andloga a las de glidobactinas dio lugar a un aumento de la potencia,
del orden de 100 veces respecto a la SylA original. Lo que hace indicar a los
investigadores que el futuro de este grupo de inhibidores pasa por estas modificaciones.
(21)
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Oxatiazol-2-onas

Las oxatiazol-2-onas son inhibidores que se caracterizan por tener una alta selectividad
por el proteasoma bacteriano de Mycobacterium tuberculosis. Esta bacteria patogena
carente de pared celular es la Unica de todas las bacterias patdgenas estudiadas que
expresa proteasoma. Es responsable de causar tuberculosis, una enfermedad infecciosa
que se encuentra entre las 10 primeras causas de mortalidad en el mundo con una
incidencia en torno a 10 millones de nuevos casos anuales a nivel mundial. (22)

Existe terapia anti infecciosa eficaz frente a formas replicativas de esta bacteria, en
cambio, hay pocos antibidticos capaces de combatir estados no replicativos de la
misma. Estos hechos obligan a los investigadores estudiar nuevos compuestos para
resolver este problema de caracter mundial.

Mediante la realizacion de screening en el que se barajaron en torno 20.000 compuestos
solo 2 tuvieron actividad selectiva clara por el proteasoma bacteriano de M.

tuberculosis, estos dos son las Oxatiazol-2-onas GL5 y HT-1171.

N e 00
\ -
=T .1
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HT1171 GL5
Diversos estudios revelan que estos compuestos inhiben irreversiblemente al
proteasoma bacteriano, mientras que el proteasoma humano apenas es inhibido, siendo
1000 veces mas efectivos contra el primero.

El mecanismo de inhibicion propuesto de estos compuestos se representa en el siguiente

esquema:
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Se produce un ataque nucleofilico del hidroxilo de la Thrl N-terminal sobre el carbonilo
de la oxatiazolona, dando un producto de ciclocarbonilacién por dos mecanismos
posibles segln se representa en el esquema anterior.

Cuando se produce la ciclocarbonilacion de la treonina por estos inhibidores, el sitio

activo del proteasoma de M. tuberculosis sufre un gran cambio conformacional. Se
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produce una inclinacién descendiente de 8° de la hélice proteica H1 situada en la
subunidad B que mueve el extremo N-terminal de H1 (Ala49-Phe55) unos 4,2 A. Este
cambio de H1 trae consigo un segmento de tres aminoacidos (Ala46-Thr48) del bolsillo
S4 de la subunidad B, convirtiendo este segmento en un bucle corto (S4-H1). Este
segmento abarca la parte o superficie superior de los bolsillos del sitio activo y los
oprime de tal manera que bloguea la entrada de otros sustratos peptidicos. Este
fendmeno proporciona un mecanismo adicional de inhibicion del proteasoma de esta

bacteria que no se da en el proteasoma humano. (23)

Péptidos ciclicos

Los estudios acerca de los péptidos ciclicos se empezaron a publicar dos décadas atras,
siendo los mas estudiados el compuesto sintético TMC-95 y sus derivados, a la par, que
compuestos naturales como argyrina A y mas recientemente descubierto, las

escitonemidas Ay B.

TMC-95A

El mecanismo de accidon de estos compuestos se basa en ocupar ajustadamente el sitio
activo, bloquedndolo, impidiendo la accesibilidad de los sustratos enddgenos. No van a
ser inhibidores selectivos del proteasoma e inhiben indiferentemente las tres
subunidades B. (11)

Dipéptidos N,C sustituidos

Los N, C dipeptidos sustituidos han sido disefiados variando las partes P4( N-terminal),
P3 y P2 usando aminoacidos tanto naturales como artificiales, y P1(C-terminal), hasta
formar una libreria de 1600 compuestos aproximadamente. Estos forman un rapido
equilibrio con el proteasoma, inhibiéndolo reversiblemente y competitivamente.

Estudios recientes muestran que estas moléculas son mas selectivas por el proteasoma

bacterial de Mycobacterium tuberculosis que el proteasoma humano, por lo que es una
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interesante oportunidad de estudio e investigacion para hacer frente a estados no
replicativos de esta bacteria, como pasaba con las Oxatiazol-2-onas.

Mediante andlisis por cristalografia de rayos X del complejo dipéptido sustituido-
proteasoma de levadura, se vio que la ocupacion espacial de estos compuestos en el sitio
activo es de la siguiente manera: P1(C-terminal tapado) ocupa el bolsillo S1 y los
dipéptidos que conforman P2 y P3 ocupan S2 y S3 y por ultimo P4(N-terminal tapado)
ocupa S4, mimetizando al sustrato natural.

Realizando screening con esta libreria de cerca de 1600 compuestos frente al
proteasoma de micobacteria, se vio que 6 compuestos tenian una selectividad 100 veces
mayor por Mtb que por la humana, 2 compuestos 500 veces mayor y un compuesto
logré tener una selectividad 1000 veces mayor y 13 de estos compuestos tienen una
potencia del orden de <100 nM. Las moléculas mas selectivas tienen en coman, un

atomo de nitrogeno completamente sustituido en la P3, que corresponde a la amida de

F
H O RoH
e
o) -\7’:; o} F
Ro

Esta figura corresponde a la estructura base de estos dipéptidos, sobre la cual se

una asparragina.

realizaron cientos y cientos de combinaciones para cuantificar su potencia y
selectividad. (24)

Inhibidores no peptidicos

Los inhibidores no peptidicos presentan la peculiaridad que son capaces de inhibir no
covalentemente, como en el caso de los péptidos ciclicos, a los tres tipos de sitios
activos del proteasoma en células transformadas y no de células no transformadas o
sanas. Un compuesto importante de este grupo es el P1-083, que es una sulfonamida con
un derivado quinolinico, el cual presenta la caracteristica recién nombrada de tener esa
preferencia por el proteasoma de células tumorales frente a sanas inhibiendo los sitios
activos en B1 y B2, pero es incapaz de inhibir 5.

Otros compuestos no peptidicos con capacidad de inhibir el proteasoma humano son las

ya conocidas hidroxiureas, creandose un derivado que en estudios ha relevado una
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potencia del rango de 30 nM, el grueso hidrofébico de este compuesto ocupa los
bolsillos S1y S3 pero no hay contacto directo con la thr-1 del sitio activo. (11)(25)

N
T I .
N N
= S5 cl (0) N
I/ o 0 o) Y “~OH
P1-083 H, Derivado de hidroxiura

Conclusion

El estudio del proteasoma es un campo muy amplio para la investigacion debido a la
multitud de procesos celulares en los que interviene esta proteasa, siendo una diana muy
interesante para tratar de combatir patologias que a dia de hoy no se encuentra una
solucion terapéutica efectiva. Los esfuerzos de investigacion van encaminados a
consequir disefios cada vez mas selectivos, frente a las diferentes formas o tipos en las
que se presenta este complejo en el organismo. Para ello hay que seguir estudiando las
diferencias estructurales que presentan los diferentes sitios activos del proteasoma
constitutivo y el inmunoproteasoma, para poder limitar los efectos adversos que generan
estos compuestos. Poco a poco, van apareciendo compuesto que tratan de cumplir estas
premisas como es ONX-0914 que es capaz de inhibir selectivamente a la subunidad B5
del inmunoproteasoma y otras epoxicetonas selectivas al cCP (PR-825) para tratar de

disminuir eventos como la neutropenia o trombocitopenia.
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