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Resumen, palabras clave, introduccion

Esta revision recopila informacion sobre el desarrollo y optimizacion de las estructuras de diferentes
compuestos inhibidores de proteasas del Virus de la Inmunodeficiencia Humana (HIV) y Virus de la
Hepatitis C (HCV), evaluando el panorama actual de medicamentos comercializados y diferentes lineas de
investigacion involucradas en el desarrollo de estos farmacos. En los distintos farmacos descritos, previa
descripcion de sus dianas terapéuticas y mecanismo de accion, se citan numerosas modificaciones
estructurales para mejorar las caracteristicas farmacodinamicas, farmacocinéticas, referentes a seguridad y a
aparicién de resistencias, tales como creacion de nuevas interacciones enzima-sustrato, uso de bioisdsteros,
restriccion conformacional, limitacion de interacciones aminoacidos necesarios para la actividad enzimatica,
reduccion del peso molecular, modificacion a profarmacos. La seleccion de una estructura quimica adecuada
es el primer punto de partida en el proceso de desarrollo de un farmaco, apareciendo nuevas generaciones de

farmacos con mejores perfiles de eficacia y seguridad.

In this review, the development and optimization of the structures of different protease inhibitors of
Human Immunodeficience Virus and Hepatitis C Virus is summarized. The actual landscape of
commercialized drugs and different on-the-pipeline or on research drugs is evaluated. After describing the
therapeutic targets and the mechanism of action of these compounds, several structural modifications are
described, in order to improve their pharmacodynamic, pharmacokinetic, safety and resistance
characteristics: new enzyme-inhibitor interactions, bioisostere substitutions, conformational restriction,
reduction of the number of interactions to backbone enzyme residues, molecular weight reduction and
prodrug development. The smart design of chemical structures is the starting point of the drug development
process. Subsequently, better structures lead to new drug generations with improved efficacy and safety

profiles.

criterio por el cual las proteasas se clasifican en
Palabras clave e por €1 cial |5 P _
distintas subfamilias: aspartato proteasas, serina

proteasas, treonina proteasas, cisteina proteasas,

Proteasa, SAR, estructura, virus, inhibidores
acido glutamico proteasas y metaloproteasas (1).

Introduccion A dia de hoy, un gran nimero de proteasas han
sido identificadas, cuyas funciones biologicas son

Proteasas virales y desarrollo de muy diversas, interviniendo en procesos muy

fArmacos dispares, desde hidrolisis de moléculas que
adquieren actividad hormonal hasta degradacion

Las proteasas son enzimas cuya actividad de proteinas (2). El procesamiento de proteinas

es responsable de la hidrdlisis de péptidos y mediante  proteasas también se encuentra en
proteinas. Esta hidrolisis se puede producir ciertos  virus, produciéndose en ellos una
mediante  diferentes  mecanismos  moleculares, maduracion de las proteinas a  partir de
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poliproteinas  precursoras, productos de la

traduccion de su ARN mensajero. Este
procesamiento  proteolitico es esencial para la
formacion de las particulas viricas maduras, ya
que confiere a las proteinas hidrolizadas (tanto
enzimas como  proteinas  estructurales)  su
capacidad funcional, interviniendo el ciclo vital
del virus. Debido a esto, se han desarrollado
farmacos que, inhibiendo la actividad proteasa,
interfiriendo en la formacion de nuevos viriones,
reduciéndose la carga viral en pacientes infectados
(3). Esto tiene especial importancia en el
tratamiento de ciertas enfermedades, tales como la
infeccion por HIV o HCV, frente a las cuales, la
ausencia de vacunas efectivas hace aun méas

importante el desarrollo de este tipo de farmacos.

Inhibited protease
prevents release of
Immature PPN individual core proteins

viral particle

Protease
inhibitor
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molecule Protease RNA
enzyme

Figura 1: la inhibicion de la proteasa wviral

previene la maduracion de particulas viricas

Las proteasas virales presentan diferencias
en funcién del tipo de virus que las exprese.
Varian, entre otros aspectos, tanto en su
especificidad de sustrato como en su Secuencia

aminoacidica, sus subunidades, su mecanismo de

Introduccion

protedlisis y su union con cofactores activadores o
inhibidores. No obstante, todas ellas comparten
caracteristicas comunes: las proteasas virales
generalmente hidrolizan enlaces especificos entre
aminoacidos especificos, y todas ellas poseen una
serie de regiones de especificidad por el sustrato
sobre el que actian, en su centro activo. Sin
embargo, estas regiones son diferentes para cada
proteasa, y son determinantes en relacion al
desarrollo de inhibidores que actien sobre el
centro activo, ya que presentan interacciones
especificas debido a los distintos aminoacidos que
presentan en estas zonas, denominadas pliegues.
Estos, son enumerados S1, S2, S3, y asi
sucesivamente, cuando interactan con la parte
que contiene el extremo amino terminal de la
poliproteina/inhibidor, y S’1, S’2, S’3... cuando
son relativas a la parte carboxilo terminal. De este
modo, S1 corresponde a la region donde se
produce una interaccion entre el radical variable
del aminoacido previo al enlace peptidico que
sufre hidrolisis, denominado P1; S2 corresponde a
la region responsable de la interaccion mediada
por el aminodcido anterior (P2), y asi
sucesivamente, siendo andloga la numeracion de

las regiones que interactian con P’1, P2, P’3 (4).

Substrate Cleavage site

N terminus \ C terminus
()P ——

/

Protease active site

Figura 2: centro activo de una proteasa e

interacciones entre residuos y pliegues




Relacionestructura/caracteristicas de
un farmaco: actividad, efectividad,
farmacocinética y toxicidad

El disefio racional de la estructura de un
farmaco es una herramienta fundamental para la
identificacion y el desarrollo de nuevos farmacos.
En este desarrollo, partiendo de ciertas premisas,
se buscan estructuras que cumplan los
requerimientos de un farmaco en cuanto a sus
caracteristicas ~ farmacodindmicas  (mecanismo,
potencia), farmacocinéticas (adecuada via de
administracion, comportamiento frente a ADME)
y toxicologicas (seguridad) (5). En relacion a los
inhibidores de la proteasa (IP), otro factor a tener
en cuenta es la posible aparicién de resistencias,
que en gran medida depende de la interaccion
inhibidor-enzima. Existen parametros in vitro que
deben evaluarse para obtener compuestos

candidatos a ser comercializados:

Parametros indicadores de la actividad
de un farmaco: La afinidad de un inhibidor por
su enzima es medida mediante Ki, que define la
concentracion a la cual la actividad proteasa es
disminuida en un 50%. Esta esta relacionada con
IC50, El potencial de inhibicion de la replicacion
viral se mide por ECso ¢ 1Cs0, que expresan la
concentracion a la cual el virus destruye al 50% de
células en un ensayo, o bien el nimero de copias
de un virus es reducido en un 50% en un ensayo in
vitro con células infectadas, respectivamente (6).
Mientras que Ki es una constante, ECso e ICso
varian en funcion del tipo de ensayo que se
realice. Farmacos con baja afinidad, o baja
actividad inhibitoria, no seran o bien activos, o
bien eficaces frente al virus. Se buscan, por norma

general como moléculas candidato aquellas que

Introduccion

presenten una alta especificidad por proteasas
virales y una alta inhibicion de su actividad
(cercana a valores nanomolares de K;), factores
relacionados con la reduccion de efectos

secundarios Yy toxicidad.

Parametros farmacocinéticos: la
determinacion de ciertos parametros de gran
importancia es fundamental, entre otros la
Biodisponibilidad, que es definida como el
porcentaje de farmaco que, administrado por una
via determinada, alcanza el torrente sanguineo.
Existen numerosos factores inherentes a la
condicionan la
hidrofilico

lipofilico, y por tanto la permeabilidad celular.

estructura  quimica  que

biodisponibilidad 'y el  balance

Moléculas que no presenten una adecuada
biodisponibilidad o permeabilidad celular no
podran alcanzar concentraciones adecuadas en su
lugar de accion, precisando de mayor dosis,
pudiendo presentarse un mayor nimero de efectos
secundarios (7). Otro parametro importante es la
Semivida plasmatica, indicadora de la excrecion
de un farmaco. De define como el tiempo
necesario para que el farmaco reduzca su
concentracion sanguinea en un 50%. Farmacos
con una inadecuada semivida plasmatica pueden

resultar problematicos debido a su posologia. (8)

Parametros indicadores de la seguridad de un
farmaco: CCsp es la concentracion a la cual se
presenta un efecto citotoxico en el 50 % de las
células de un ensayo in vitro. Ciertos grupos
funcionales se relacionan con un incremento de
toxicidad. Cuanto mayor sea el indice terapéutico
(ICs50/CCs0) menor sera el riesgo de presentarse
efectos citotoxicos a una concentracion efectiva
del farmaco. (9)
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Figura 3: modificaciones en relacidn con el disefio de IP

dirigidos al centro activo

Aproximaciones para la determinacion
de compuestos farmacoldgicamente

activos

Basados en informacion de dianas
terapéuticas similares: los IP de similar
mecanismo de accién (misma familia de proteasa)
podrian presentar cierta actividad inhibitoria en
proteasas virales objetivo, de manera que la
estructura del farmaco podria ser un punto de
partida para el desarrollo de un farmaco antiviral.
Esta aproximacion ha sido aplicada
experimentalmente numerosas veces. Ejemplos de
ello son tanto inhibidores de la pepsina o renina en
el desarrollo de compuestos frente al VIH (10),
como inhibidores de la proteasa del VIH para el
desarrollo de inhibidores de la proteasa del

HTLV-1. (11)

Basados en el cribado de compuestos: al
poseerse un método adecuado, fiable y rapido de
evaluacion de la actividad proteasa, numerosas
moléculas, procedentes de diferentes fuentes
(librerias  quimicas, extractos naturales) pueden

evaluarse para descubrir diversas estructuras que

Introduccion

actividad deseada. Esta aproximacién permite
identificar nuevas estructuras activas, aparte de ser
mecanismos

capaz de  descubrir  nuevos

inhibitorios distintos de los ya dilucidados (4).

Basados en meétodos
quimioinformaticos: ténicas como el QSAR, el
disefio de farmacdforos y el cribado virtual de
compuestos que presenten caracteristicas deseadas
frente a la diana sobre la que actlan aportan
informacion in silico que puede ser un punto de
partida de gran utilidad para la evaluacién de la
actividad inhibitoria in vitro de distintas moléculas

candidato (12).

Basados en informacion estructural: La
elucidacion de estructuras proteicas mediante
cristalizacion de proteinas, y su evaluacion
mediante Difraccibn de Rayos X (DRX) o
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) permiten
aportar informacion acerca de la conformacion
tridimensional de la proteina en el espacio, que
determina sus estructuras terciarias y cuaternarias.
Cuando estas proteinas son cristalizadas junto con
sus inhibidores, estas pueden también aportar
informacion acerca de las interacciones enzima
sustrato. La determinacién de las posiciones en el
espacio de los residuos aminoacidicos del enzima
permiten postular nuevas posibles estructuras en
farmacos, que al poseer interacciones deseadas
con el enzima, posean una mayor potencia
inhibitoria, o0 bien presenten otras caracteristicas

farmacocinéticas o farmacodindmicas deseadas.

4).



Cristalografia, RMN : Geﬂof?\lca
Bioinformatica .~ Protedmica

Estudios de anclaje QSAR, QSAR-3D

/:) ibado virtual
'/

4/

Farmacoforod

isefio de novo RRNN
\ /7

"QUIMIOINFORMATICA

CANDIDATO

Informacién

biolégica Disefiode

analogos

Cribado sistematico
(HTS, Quimiotecas)

Figura 4: mdltiples aproximaciones convergen en el
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Procesode seleccidon de candidatos

La identificaciobn de compuestos quimicos
adecuados frente a una diana terapéutica es un
proceso altamente complejo, esquematizado por la
figura 5. Basandose en todas las aproximaciones
anteriormente descritas, el proceso comienza con
la identificacion de actividad bioldgica en ciertas
estructuras  quimicas. Estos compuestos, son
denominados “hits”. Dentro de estos “hits”
existen compuestos que presentan caracteristicas
en ensayos in vitro particularmente importantes.
Estos compuestos, son denominados cabezas de
serie. Por Ultimo, frente a estos compuestos, se
realizan modificaciones estructurales, generandose
series de estructuras con distintos sustituyentes.
Estas modificaciones, se pueden realizar tanto
realizando  aproximaciones  mediante  disefio
racional, como por quimica combinatoria, en la
cual se evallan distintas estructuras generadas al
azar. Las caracteristicas de estos nuevos
compuestos son evaluadas. Si alguna de estas
considerada

estructuras  es particularmente

prometedora, se selecciona, comenzando sobre

Introduccion y objetivos
ella el resto de ensayos preclinicos involucrados
en el desarrollo de un potencial nuevo farmaco.
(13).

Figura 5: proceso de identificacion de candidatos a
farmacos. A = compuestos. Verde: zona de “hits”;

Rosa: zona de cabezas de serieﬁf\(: farmaco potencial

Objetivos

e Identificar los aspectos relevantes conocidos
sobre  proteasas virales como  dianas
terapéuticas, desarrollo de IP, modificaciones
quimicas y  diferentes  mecanismos  de
inhibicion enziméatica.

e Resumir informacion sobre las diferentes
lineas de investigacion abiertas en relacion
con el desarrollo de inhibidores de proteasas
virales.

e Proporcionar informacion amplia sobre el
desarrollo de inhibidores de proteasas.

e Identificar las aproximaciones tedricas y
metodoldgicas relacionadas con el desarrollo
de inhibidores de proteasas virales.

e Sugerir aspectos o temas de investigacion.

e Ahorrar tiempo y esfuerzo en la lectura de
documentos primarios.

e Contribuir a superar las barreras idiomaticas

e Ayudar al lector a preparar comunicaciones,

clases, protocolos, revisiones, etc.



Metodologia

Busqueda bibliogréafica

Se utilizaron dos tipos de bases de datos:
PubMed y Google Académico. En ellas, se
introdujeron los siguientes términos de bdsqueda:
“protease mhibitor”, “protease mhibitors”,
“protease  inhibitors review, “viral protease”,
“viral proteases”, “HIV protease ihibitor”, “HIV
protease  mhibitors”, “HIV  protease”, “HIV
protease review”, “HCV protease inhibitor”,
“HCV protease inhibitors”, “HCV protease”,
“HCV protease review”, “HTLV 1 protease
nhibitor”, “HTLV 1 protease hibitors”, “HTLV
1 protease”, el nombre del principio activo de
cada IP a definr segudo de “X ray”’,

b

“cristallography”,  “binding” 'y  “mechanism’
Algunos resultados de busqueda se filtraron con
los filtros “antigiiedad mferior a 5 afios” y/o

“articulos de libre acceso”.

Se realizd una busqueda de tesis doctorales
mediante Google académico, con los siguientes
términos:  “protease  inhibitor  thesis”, “HIV
protease thesis”, “HIV protease mhibitor thesis”,
“HCV protease thesis”, “HCV protease inhibitor

thesis”.

Se realiz una bisqueda en la Biblioteca
Digital Complutense, en la seccion coleccién de
libros electrénicos suscritos por la UCM, con los
siguientes  términos de busqueda: “protease”,

2 (13 2 (13

“proteases”, “proteasa”, “proteasas’.

Metodologia

Criterios de seleccion

Se seleccionaron articulos que resumieran
las caracteristicas especificas de las proteasas
virales, revisiones bibliograficas que contuvieran
informacion amplia sobre proteasas virales e
inhibidores de proteasas, imagenes relevantes y
articulos cientificos que indican nuevas familias

de compuestos inhibidores.

Analisis de la variabilidad, fiabilidad y
validez de los articulos

Se analiz6 que las afirmaciones realizadas

por los articulos estuvieran correctamente
referenciadas, y que los articulos estuvieran
publicados en revistas cientificas o libros

accesibles.



Resultados y discusion

Desarrollo de inhibidores de la

proteasa del VIH-1

Estructura de la proteasa del VIH-1

La proteasa del VIH (HIV1pr) es un
enzima perteneciente a la subclase de las aspartato
proteasas, formada por un dimero que posee dos
subunidades idénticas, de 99 aminoacidos de
longitud. Sus aminoacidos se denominan 1-99 y
1’-99°. Posee un centro activo rodeado de heélices
B que contiene dos triadas cataliticas de Asp, Gly
y Thr (25-27 y 25°-27’). Entre ambos mondmeros,
se producen varias interacciones, siendo de mayor
importancia las de tipo enlace de H y enlace
ionico, principalmente en tres zonas: el centro
activo, sobre el que se han identificado 5 enlaces
de H en los residuos 25-27 (25’-27’); la region
solapante, formada por los residuos 49-52 (49’-
52”), contribuye con 2 enlaces de H. Esta zona
puede adquirir distintos grados de conformacion
entre abierta y cerrada (14); por Uultimo, se
los extremos de la

producen interacciones en

secuencias aminoacidicas tanto amino como
carboxilo terminales, formando cuatro laminas 3,
interactuando los residuos 1-4 (1’-4’) y 96-99
(96’-99°), formando 19 enlaces de H y 2 pares
i6nicos, contribuyendo los residuos 96-99 (96°-
99) al 75% del total de la energia de Gibbs de
dimerizacion (4). También se producen 8 enlaces
de H entre los residuos 6-8 (6°-8), 29 (29°) y 87

(87").

Resultadosy discusion

Figura 6: estructura de HIVpr

Mecanismo de accidon

Al producirse interacciones entre los

diferentes pliegues del centro activo y la

poliproteina, el enlace a romper se sita en su
posiciobn adecuada y se produce la hidrdlisis
debido a la accion de los residuos Asp25 y Asp25’
de ambas subunidades. Ambos se encuentran

coordinados con una molécula de agua,

encontrandose uno de ellos protonado. Esta

molécula de agua produce una sustitucion
nucledfila sobre el carbono carbonilico del enlace
peptidico, produciéndose después la rotura del

enlace peptidico.

o\
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Figura 7: mecanismo de accion de de HIVpr. Uno de los
Asp inteviene en la activacion del H,O que ataca al
carbonilo del enlace peptidico, el cual se protona debido
a la accion del otro Asp, creando un estado de transicién

tetraédrico




Pese a no existir una secuencia consenso
claramente definida en relacion a los péptidos que
son hidrolizados por este enzima, estos poseen
Phe en P1 y generalmente Pro en P’1. (S1 y S’1)
son estructuralmente muy similares (15). Poseen,
ademas generalmente un aminodcido ramificado
en P2. (16). Asimismo, los carbonos carbonilicos
en Pl y P’ hidrolizable, se

encuentran coordinados con una molécula de H,0,

del péptido

gque a su vez interactla con los residuos 1le50 e
[le50° de las solapas del enzima, siendo necesaria

esta interaccidn para la actividad enzimatica (17).
Desarrollode IP

Debido a las caracteristicas de la proteasa,

los inhibidores desarrollados se fundamentan

generalmente en dos lineas de actuacion:

inhibicion de la actividad catalitica del centro

activo e inhibicion de la dimerizacion del enzima.
Inhibidores dirigidos al centro activo

A fecha de hoy, todos los inhibidores de
proteasa del HIV-1 que han sido comercializados
grupo.
tipranavir, Todos ellos son peptidomiméticos cuya

pertenecen a este A excepcién de
estructura contiene un grupo hidroxilo sobre un
carbono quiral, lo que les convierte en analogos
del estado de transicion del sustrato natural del
enzima (18). De esta manera, se produce una
inhibicion reversible, al ocupar estos compuestos
el centro activo con mayor afinidad mientras

compiten con las poliproteinas virales.
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Figura 8: IP anti VIH comercializados

comercializado  fue
Saquinavir (1995, ECsp = 37,7 nM). En él, se

sustituye el enlace peptidico por un derivado de

El  primer IP

hidroxietilamina, que impide la hidrdlisis. Por
analogia con secuencias de poliproteinas virales
presenta un residuo de Phe en la posicion P1 y un
residuo optimizado a partir de Pro en P’1 (z
(S,S,S)-decahidroisoquinolina- 3-carbonilo 0
DIQ), con potencial inhibidor aumentado, ya que
este grupo carbonilo interactla con las solapas del
enzima y la molécula de agua que interactla
coordinada con ellas (19). Pese a ser util en el
tratamiento del HIV-1, este compuesto presenta
(4%),

debido a su marcado caracter peptidico (4). Los

baja biodisponibilidad oral posiblemente

grupos carboxamida y quinolina en P2 y P3

presentan interacciones con residuos de la

proteina, aumentando su afinidad. Nelfinavir
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(1997, ECso = 30-60 nM), impide la hidrdlisis al
ser un derivado de hidroxietileno. Contiene el
mismo grupo DIQ que saquinavir, ya que esta
basado en su estructura y otro compuesto
(LY289612). Contiene un grupo 2-metil-3-
hidroxibenzamida, con el que establece enlaces de
H.  Contiene ademés un grupo S-fenilo en la
posicibn P1 que dota de una mayor potencia al
compuesto, al causar interacciones hidrofobicas

(20).

Indinavir (1996, ECso = 5,5 nM) presenta
importantes  modificaciones, las cuales hacen
aumentar su potencia. Forma  importantes
interacciones con HIV-1pr wild type (HIVpry)
mediente enlaces de H con Asp29/29°, Gly27’,
Asp25, Asp25/25°, Argd’, Ile50 e Ile50° y 95
interacciones por fuerzas de Van der Waals, como
las producidas entre el grupo Phe (P’1), Pro81 y
Val82 (21). Indinavir posee un nitrogeno basico,
del cual se hipotetizd que aumentaria su
biodisponibilidad, la cual en efecto alcanza un
65% (22). No obstante, es eliminado rapidamente

del organismo, y presenta una baja solubilidad.

Figura 9: enlaces de H entre indinavir y HIV1pr

Ritonavir (1996, ECso = 25 nM), fue
desarrollado basandose en la pseudoigualdad de
los pliegues de la proteasa (debido a su estructura

homodimérica), por lo que presenta una alta

Resultadosy discusion

simetria, presentando residuos Phe en ambos P1 y
P’1. Contiene un grupo isopropiltiazoll en P3
presentando interacciones adicionales con el
enzima (23). Debido a ser también un potente
inhibidor del citocromo CYP3A4, este compuesto
es utlizado como “booster” en combinacion con
otros IPs. Lopinavir (2000, ECso = 30-60 nM) se
desarrollo a partir de la estructura de Ritonavir.
Los grupos 5-tiazolil (P2) y urea ciclica de 6
atomos (P2’) son mas pequefios, presentando
menos interaccion con el residuo 82, y
presentando mayor potencia frente a cepas
resistentes de HIV-1 (24).

Amprenavir (1999, ECsy = 12-80 nM),
posee un grupo furano en P2, un residuo de Phe en
P1, un grupo isobutlo en P’1, y un grupo
sulfonamida en P’2. Su estructura fue optimizada
para reducir el Pm de los IP, de manera que se
redujera su eliminacion hepéatica, manteniendo
buenas caracteristicas farmacocinéticas (4). Su
bajo numero de estereocentros en comparacion
con otros IP se ha relacionado con un aumento de
la biodisponibilidad oral (25). Fosamprenavir
(2003, ECs5p = 12-80 nM) es un profarmaco que es
metabolizado a amprenavir. Fue desarrollado para
conseguir una eliminacion mas lenta del farmaco.

Estudios han demostrado que posee mayor

Figura 10: enlaces de H entre amprenavir y HIV1pry,



Atazanavir (2003, ECso = 2.6-5.3 nM)
posee un aza-dipéptido que sustituye al enlace
hidrolizable en las poliproteinas virales. Contiene
un radical fenilpiridilo en Ila posicion P’1, que
produce lle84,
Val82, Arg8, Pro81 y Gly49’. Otras mteracciones

interacciones  hidrofobicas con
importantes son enlaces de H con Asp29/29’°,
Gly27°, Gly 48 Asp25/25°, Arg8’, e Ile50/50°
(27). Este

biodisponibilidad oral mejorada, que permite una

compuesto presenta una

posologia de una unica dosis diaria (23).

A Pro B81,
- 770 ValB82 _
Gly Ad9 " Asp A28 _
Gly A27 © Gly A48
. HN HN 2
lle BSO 8 id NH
NH
t K -(+ | Asp B25
lle AS0 " \ S
= [ e AB4
- . Val A82
a G
Asp B29 N\
\
Z argAs
~ GlyB49  pro 81
L Gly B48
Alag2s- HN

Figura 11: interacciones atazanavir- HIV1pry

Tipranavir (2005, ECso = 30-70 nM) fue
desarrollado en ciclos iterativos de optimizacion
de SAR a partir de un derivado de la 4-

hidroxicumarina, cuya actividad anti HIV se
determind mediante  cribado  sistematico  de
librerias de compuestos. Es por ello que,

presentando una estructura distinta al resto de IP
dirigidos al centro activo, se sitlia en una zona del
centro activo distinta, interactuando su carbono
carbonilico lacténico con los residuos 1le50 y
[le50°.  Otras importantes  Se
producen en Gly48, Asp25/25°, Gly48, Asp29 y
Asp30. (28)

las mutaciones que causan resistencia a tipranavir

interacciones

El perfil de interacciones hace que

Resultadosy discusion

sean sustancialmente diferentes a la del resto de

los IP comercializados.

1leSOB TleSOA

\‘\f/ \T./
H H

3.0% 2.9

Gly48A
N
1
H

48
e

HO 0 l&; 0
T T

Asp25A Asp25B Gly4

8A

ok
AL A
Asp30A Asp29A

Figura 12: enlaces de H entre tipranavir 'y HIV1pry,

Darunavir (2006, ECsp = 1-2 nM), es el

ultimo farmaco comercializado hasta la fecha. Se

desarrollo a partir de la estructura de amprenavir,

pero en lugar de THF, posee un grupo bis-THF

como  sustituyente
interacciones

responsables de

en

adicionales

P2, que

establece

con Asp30°,

la elevada potencia de este

compuesto y de su baja aparicion de resistencias.
Produce enlaces de H con Asp 25/25° Asp 29, Asp
30/30° Gly27 e 1le50/50°. Tle 84 es una interaccion

importante en P1 (29).

Figura 13: interacciones entre amprenavir 'y HIV1pry:
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Lineas de investigacion

Otros compuestos de interés en el
desarrollo de este tipo de IP son los derivados de
ureas ciclicas. Estos se desarrollaron, basandose
en la creacién de un farmacéforo que incorporase
en su estructura un analogo a la molécula de H,O
coordinada con las solapas del enzima, de esta
manera presentarian interacciones mas fuertes con
el enzima, distintas del centro activo, aumentando
su potencia y perfil de resistencia (4). El
desarrollo de estas estructuras llevo a la entrada en
ensayos clinicos de mozenavir. Su desarrollo fue
discontinuado, al no observarse ningin beneficio
en comparacion a los IP comercializados en

aquellos momentos (30).

HoN

Figura 14: estructura de mozenavir

Al existir un amplio arsenal terapéutico de
IP reversibles dirigidos al centro activo, la
mayoria de los compuestos en investigacion son
evaluados para abordar dos inconvenientes de los
IP: el desarrollo de compuestos activos frente a
cepas de VIH multirresistentes (MDR HIV), y la
reduccion de efectos secundarios causados por los
IPs actualmente comercializados. Los nuevos
compuestos cuya actividad se ha evaluado frente a
MDR HIV son generalmente compuestos cuya
estructura estd basada en darunavir. GRL-1388 y
GRL-1398 poseen un sustituyente
tetrahidropirano-THF (tp-THF), en lugar del Bis
THF presente en darunavir; GRL-02492a y GRL-

Resultadosy discusion

02492b, poseen un biciclo integrado por un
ciclopentano y un THF sustituido con N-
metoxicarboxamida; GRL-02031 también posee
un biciclo Tp-THF y un sustituyente metil-4-
pirrolidona En P2; GRL-0519A posee un triciclo
formado por tres grupos THF; todos estos
compuestos presentan un buen perfil de ECsp
frente a MDR HIV-1, debido interacciones
adicionales con el enzima que intensifican su
afinidad por ella. (31) (32) (33).

OMe

Figura 15: estructura de GRL-0519 A

Otra modificacion realizada en compuestos
en lineas de investigacion actuales es la inclusion
de un grupo fosfonato en P’1 (GS-8374, Ki =
9pM), el cual produce un aumento de actividad
antiviral.  Este  grupo  produce interacciones
hidrofobicas entre los grupos etilo y Phe253 y Pro
81 (34).

OCHj
o Ny o

// \O/\
GS-8374

Figura 16: estructura de GS-8374
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Inhibidores alostéricos

Inhibidores de la dimerizacion: son
moléculas  peptidomiméticas,  dirigidas a las
laminas [ terminales del dimero. Péptidos que
interactian con ambos  extremos  terminales
poseen mayor eficacia que aquellos que solo
interactian con un extremo (N 6 C terminal) (4).
Posteriormente, se observd que uniendo ambas
secuencias peptidicas con un fragmento de
naturaleza no  peptidica, la actividad del
compuesto aumenta mas ain (23). Estos

2

compuestos, denominados  “molecular  tongs
inhiben la dimerizacion del enzima con constantes
de inhibicion en el rango nanomolar (35) Yy, pese a
no estar comercializados, son una alternativa
prometedora a IP anti HIV convencionales, ya que

poseen un distinto mecanismo de accion.

n} H 8]
Gvﬁ"‘\_ﬂ"” Nq_h .,Tl_, "Hf::
SN REPE
Q 0 ~ o
H 1 H
OWN%NRN.\NANJ{»OJ{
K, (WT) = 50 nM

K. (ANAM-11} = 80 nM

Figura 17: estructura de un “molecular tong”

Peptidicos  ciclicos:  son  moléculas
identificadas a partir de librerias de compuestos,
cuya actividad se ha demostrado mediante ensayos
de expresion de HIVpr en E.Coli. (REF) La
inhibicion de HIVpr por estos compuestos se ha
relacionado con su residuo  de p-
benzoilfenilalanina, el cual interactlia
especificamente con Lys14, aminodcido que no se
encuentra ni en el centro activo ni en la interfaz de

dimerizacion de la proteasa, de manera que

OCOBgHy; Cs
@\ GoHy(B 1g0CO
NH
Hi
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ejercen su accion de un modo alternativo,
presentando  concentraciones inhibitorias en el

rango micromolar (36).

Figura 18: G12, péptido ciclico. ICsq =0,96 mM

Otros inhibidores

Algunos  derivados de  bencilpenicilina
presentan actividad anti HIVpr, en el rango bajo
nanomolar (37). No obstante, presentan problemas
farmacocinéticos, ya que tienen una rapida
eliminacion que ha hecho que se descontinle su
investigacion. Otros compuestos activos frente a
HIVpr poseen estructura de porfirina (38). No
obstante, su utilidad se ha visto cuestionada
debido a la presencia de albumina en sangre, que
inhibiria la utilidad de estos compuestos. Estos
son ejemplos de un largo nimero de inhibidores
cuya investigacién es baja o nula, o bien ha sido

discontinuada.

GR137615 K=3.8 nM Porphyrine 1C5p=0.975 =M

COOH

COOH

Figura 19: derivado de bencilpenicilina (izquierda);

porfirina (derecha)
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Desarrollo de inhibidores de la

proteasa NS3/4A del VHC

La proteasa NS3/4A. Estructura (39)

La proteasa NS3/4A pertenece a la familia
de las serina proteasas. La actividad proteasa
reside en NS3, proteina de 631 aminoacidos, que
estrictamente  desempefia la  funcibn proteasa.
NS4A es una subunidad activadora de NS3, sin la
cual esta reduce su actividad drasticamente. NS3
es una proteina multifuncional, ya que ademéas de

poseer actividad proteasa (la cual se encuentra en

aproximadamente su primer tercio desde el
extremo N terminal), los dos tercios de su
secuencia desde el extremo C terminal
desempefian  una  funcion  helicasa. NS4A

interacciona con NS3 en una zona distinta al
interaccion mediada
hidrofobicos.

Otro cofactor importante es el Zinc, que juega un

centro activo, siendo esta

principalmente  por  amino4cidos
papel estructural en el enzima. Las poliproteinas
hidrolizadas por NS3/4A poseen Asp/Glu en P6, y
a veces en P5, que interactlan principalmente con
residuos cargados positivamente, Argl23, Argl6l
y Lys165. También presentan un residuo Ser/Cys
en P1, siendo S1 determinado principalmente por
Leul35, Phel54, y Alal57. Poseen un residuo
Ser/Ala en P’1. Destacan también el residuo Gly
137, que junto con Ser 139 forman la “cavidad del
oxianion”. Ademas, una hélice formada por
Argl55, Alal56, Alal57, y Vall58 interactda con

algunos IP por enlaces de Hen P1y P3.

Resultadosy discusion

Catalytic triad
His 57
Asp 81
Ser 139

NS3

NS4A cofactor

zinc finger domain

N\

Figura 19: estructura de NS3/4A, en la que se localiza el

dominio de unién a zincy la triada catalitica

Mecanismo de accion

NS3 presenta una triada catalitica, formada
por los aminoécidos His57, Asp81 y Ser139. Estos
son responsables de la protedlisis. En concreto, el
aminoacido Ser139 ataca al carbonilo del enlace
peptidico a hidrolizar por un mecanismo SN», y
coordindndose con His57 y Asp8l, wuele a

quedar en forma libre, produciendo rotura del

enlace peptidico, regenerandose a su forma
original (40).
histidine
H SerIne H ) r
W 3 pj 3
S S S N ¢
R — bR M —
Rim ,( peptide o
pepiide 3 L,f. Tetrahedral intermediate creavage NH;
T serine p?‘().’é’{.'b't’ mt’t'h(ﬂ?.’l‘i!!i’ l

e _SLN?‘;- By oY _5—

teerahedral intermediate

S OH

Figura 20: mecanismo de accidn de las serina proteasas
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Desarrollo de IP

La mayor parte de los IP frente a VHC
ejercen su accion en el centro activo del enzima.
Existen otro tipo de inhibidores que ejercen su
accion en el dominio helicasa de NS3, aunque no

son considerados IP (41).
Inhibidores dirigidos al centro activo

Los primeros inhibidores comercializados
fueron boceprevir y telaprevir. Estos inhibidores,
se basan en la formacion de un enlace covalente
entre su grupo a-cetoamida, y Serl39, que al
disociarse lentamente inutiliza el enzima. Este
mecanismo de accion es denominado “trampa de
serina” (42). Esto compensa la pérdida de
actividad que se produce al eliminar interacciones
con S6, ya que tanto un alto Pm como la presencia
de grupos carboxilo dificultan la biodisponibilidad
de peptidomiméticos (43). Poseedor de estas
caracteristicas, Boceprevir (2011, ECsy =
0,52uM) posee residuos hidrofobicos de Tert
butilo en P3 y P4 y un residuo derivado de Pro en
P2. El extremo carboxilo terminal es sustituido
por un grupo amida, y en Pl destaca un grupo
ciclopropilmetilo. Debido a los sustituyentes
presentes en boceprevir, se pone de manifiesto la
alta hidrofobicidad del centro activo de NS3/4A
(44) (39).

Me. Me
'

Me O Me
Me Me

Figura 21: estructura de boceprevir

Otro farmaco, comercializado

practicamente a la vez que boceprevir es

Resultadosy discusion

telaprevir (2011, ECso = 0,06 pM). Este
compuesto, es también un tetrapéptido, en el que
existen destacables diferencias. El grupo amino,
que sustituye al extremo amino terminal, se
encuentra en forma de amida primaria, debido a
que esta sustituido con un radical ciclopropilo, el
cual presenta un mayor numero de interacciones
hidrofobicas. En P1, se encuentra un residuo
hidrofébico de propilo, que interactta en S1,
fundamentalmente con Phel54 (45). P2, en lugar
de contener un residuo de Pro, contiene un biciclo,
el cual aumenta las interacciones hidrofobicas. P3
es similar que en boceprevir. P4, es un radical
ciclohexilo, el cual  también establece
interacciones hidrofobicas. Por Ultimo, boceprevir
posee un grupo de piperazina en P5, resultante de
un N-capping del peptidomimético, mediante el
cual presenta interacciones adicionales (46).

()

w2/

@) polar * sidechain acceptor O solvent residue
acidic  * " sidechain donor O metal complex

) basic  * *backbone acceptor solvent contact

(O greasy - backbone donor metal contact
proximity ligand O receptor
contour exposure exposure

Figura 22: estructura de telaprevir y principales

interacciones

Al poseer estos farmacos efectos
secundarios, asociados con su grupo o-cetoamida,
el cual podria interactuar con proteinas humanas
(47), unma nueva aproximacion estructural al
desarrollo de IP fue considerada. La inclusion de
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anillos aromaticos unidos a Pro de P2, como la
introduccion de acido 1-
(ACCA) en el

extremo C terminal, permitieron la reduccion del

aminociclopropanocarboxilico

peptidomimético a una longitud de tres residuos
(48). De esta manera, este grupo se optimizd a
acido (IR, 2S)-1-amino-2-
vinilciclopropanocarboxilico, lo cual produjo un
gran aumento de potencia en estos IP (49). Al
observarse por estudios de RMN que S3 y S1 se
encuentran proximas en su conformacion espacial
(50), se optimizaron estos compuestos uniendo
dichos sustituyentes, formandose
peptidomiméticos macrociclicos como ciluprevir
(ECsp = 3nM), el cual presenta una alta potencia
inhibitoria  en comparacion con boceprevir 'y
telaprevir. Sin  embargo, este compuesto fue
discontinuado en ensayos clinicos de fase Il por

detectarse cardiotoxicidad en monos rhesus (51).

f :/>~NZ\

Figura 23: estructura de ciluprevir

Simeprevir (2013, ECsp 0,06 M)
contiene anillos aroméaticos similares a ciluprevir,
unidos a un ciclo aromatico. Pl y P3 se
encuentran  unidos, mientras que  posterior
optimizacion hizo incluir un grupo
ciclopropilsutfonamido, el cual tiene mas afinidad
por la “cavidad del oxianién”, aumentando Ia

potencia del inhibidor (52). Simeprevir se reduce

Resultadosy discusion

presenta un N-capping de P3 de menor tamafio
(53).

Figura 23: estructura de simeprevir

Paritaprevir (2014, ECso = 0,06 pM), el
mas reciente IP comercializado hasta la fecha,
posee caracteristicas comunes con distintos IP.
Contiene un residuo ciclopropilsulfonamida,  al
igual que simeprevir. P2 es un residuo de Pro
como en ciluprevir, pero éste posee sustituyentes
aromaticos diferentes. Asimismo, P1 y P3 estan
unidos covalentemente, y éste Gftimo posee un N-
capping de metilpiperazina (54).

UJ_

O
ol

Figura 24: estructura de paritaprevir
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Lineas de investigacion

Existen una serie de compuestos similares
a aquellos dirigidos al centro activo del enzima,
que se encuentran actualmente en ensayos
clinicos. Danoprevir y vaniprevir, los cuales se
encuentran en ensayos clinicos de fase Il
presentan caracteristicas comunes con los Ukimos
IP comercializados de este tipo, como la presencia
de ciclopropanosulfonamida, la presencia de un
grupo aminociclopropano (modificado) y derivado
de Pro aromaticamente sustituidos en P2. Sin
embargo, estos péptidos macrociclicos no poseen
restricciones conformacionales debidas a enlaces
entre P1 y P3, sino entre el N-capping de P3 y el
sustituyente aromatico de P2 (55) (56). Otros tipos
de compuestos en ensayos clinicos, como
grazoprevir, sovaprevir 0 vedroprevir, poseen
estructuras similares, si bien vedroprevir (EC50 =
4nM), mostrando unas caracteristicas
farmacocinéticas mejoradas  (57), posee un
sustituyente aromatico mas extenso en Pro de P2,
posee un &cido carboxilico en lugar del grupo

ciclopropanosulfonamida.

Figura 25: estructura de Vaniprevir (EC = 4,1 nM)

Inhibidores con sustituyentes de

fenilglicina en P2

Estos inhibidores, contienen fenilglicina en
lugar de Pro en P2. Esta, posee generalmente un

radical m-vinilo, y, en algunos inhibidores se

OH

Resultadosy discusion

encuentra enlazada con Sustiuyeries en er yrupo
sulfonamida de P’1. Estos compuestos, poseen Ki

en el orden del bajo nanomolar (58).
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Figura 26: estructura de un inhibidor con m-vinilglicina

orto sustituida en P2

Otros inhibidores. Compuestos

naturales

El 4cido oleandlico es triterpeno
ampliamente  distribuido en el reino vegetal.
Realizando distintas sustituciones en su estructura
y evaluando la actividad inhibitoria frente a
NS3/4A, se han detectado compuestos con una
considerable actividad inhibitoria, especialmente
un compuesto de naturaleza dimérica (inhibicion
en el rango del bajo milimolar) (59) Aunque su
mecanismo de inhibicion no esta bien establecido,
pueden ser el punto de partida para desarrollar 1P

con un diferente perfil de accion y resistencias.

Figura 27: derivado del acido oleandlico
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Conclusiones
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Figura 28: H grafico muestra como con el
transcurso del tiempo y la aparicion de nuevas
generaciones de farmacos, se comprueba cémo se
desarrollan farmacos mas potentes, solventando los
inconvenientes de una baja semivida plasmatica,
aumentandose la biodisponibilidad oral y aumentando el
perfil de seguridad del medicamento al poseer \entanas

terapéuticas méas amplias

La optimizacion de la estructura de IP

busca en efecto resolver los problemas

farmacodinadmicos, farmacocinéticos,
toxicoldgicos y relacionados con la aparicion de
resistencias. La correcta optimizacion de la
estructura de IP tiene como consecuencia un
aumento de actividad, eficacia y biodisponibilidad
a la par que disminuyen las concentraciones
citotoxicas, aumentando el indice terapéutico.
Para ello, se han descrito diversas modificaciones
quimicas, entre otras: nuevas interacciones

enzima-sustrato, uso de bioisdsteros, restriccion

conformacional,  limitacibn ~ de interacciones
aminodcidos  necesarios para la  actividad
enzimatica, reducciébn del peso  molecular,

Conclusiones

modificacion a profdrmacos. La bulsqueda de
estructuras que interactien fundamentalmente con
residuos esenciales para la actividad de la proteasa
tiene como consecuencia la menor aparicion de
resistencias, debido a la pérdida de actividad
inherente a las posibles mutaciones. El desarrollo
de atazanavir pone de manifiesto la presencia de
grupos  funcionales  “inocuos”  (su  radical
fenilpiridilo en P1 se ha relacionado con la no
aparicion de dislipidemia en tratamientos con
atazanavir (60) (61)). El estudio de la inclusién de
grupos funcionales similares en nuevos farmacos,
puede reducir la aparicion de efectos secundarios.
Por otro lado, frente a cepas MDR, el desarrollo
de IP efectivos que no presenten interacciones con
residuos responsables de principales resistencias
es un planteamiento adecuado. Otra linea
importante de actuacion es desarrollar moléculas
que, presentando actividad inhibidora, ejerzan su
accion en un lugar de la proteasa distinto a los IP
convencionales. No debe nunca olvidarse la
consideracion de que normalmente los IP
comercializados se utilizan en terapia combinada
con otros antivirales, de manera que el beneficio
terapéutico abarca a todos los farmacos que se
utilizan simultdneamente. El desarrollo de IP ha
hecho posible reducir costes e investigacion en el
desarrollo de otros IP dirigidos a proteasas
similares, como la del HTLV-1 (11). Por dltimo,
el desarrollo de nuevos IP frente al HCV podria
incrementar el éxito de la terapia frente a ciertos
genotipos del wirus, al igual que la nueva
generacion de IP ha desplazado a boceprevir y
telaprevir. Los ejemplos descritos en distintas
lineas de investigacion, ponen de manifiesto el

amplio y potencial campo de los IP.
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