Caspases como ALvo TERAPEUTICO PARA O TRATAMENTO
DE DOENCAS NEURODEGENERATIVAS

Maria M. M. SanTos”

Ocon’rrolo do numero de células e tamanho dos tecidos, assim como a proteccdo dos or-
ganismos de células malignas, ocorre através de uma forma de morte celular programada,
chamada apoptose. Quando ocorre uma desregulacdo da apoptose, podem surgir diver-
sas doencas, onde se incluem as doencas neurodegenerativas (ex: doenca de Huntington,
doenca de Alzheimer e doenga de Parkinson). Dos diversos intervenientes que participam
no processo que conduz & apoptose, destaca-se o papel fundamental de uma familia de
proteases de cisteina chamadas caspases.
Este artigo pretende fornecer aos leitores uma breve introducéo sobre a apoptose e apresen-
tar a contribuicéo da quimica terapéutica para o desenvolvimento de inibidores de caspases.
Especial destaque serd dado aos inibidores derivados de aceitadores de Michael, os quais
ganharam grande relevéncia nos Gltimos anos.

A divisdo celular é um evento funda-
mental durante o desenvolvimento
de organismos multicelulares, sendo
todos os dias substituidas milhdes de
células por segundo no corpo huma-
no. O controlo do niumero de células e
do tamanho dos tecidos, assim como
a proteccéo dos organismos de célu-
las malignas ocorre através de uma
forma de morte celular programada,
chamada apoptose [1]. A desregu-
lacdo da apoptose esta associada a
varias patologias incluindo o cancro, o
enfarte de miocardio e doengas neu-
rodegenerativas (ex: doenca de Al-
zheimer, doenca de Huntington, doen-
¢a de Parkinson e esclerose multipla).
Células que deveriam ser eliminadas
podem tornar-se imortais nos casos
em que existe uma falha na apoptose,
podendo dar origem a doencgas can-
cerigenas [2]. Pelo contrario, quando
a apoptose ocorre de uma forma ex-
cessiva, demasiadas células sao eli-
minadas conduzindo a danos graves
em tecidos. Este é o caso do enfarte
de miocardio e das doengas neuro-
degenerativas [3]. Por estes motivos,
estdo a ser testadas varias aproxi-
macoes terapéuticas para tratamento
de doencas através da regulacdo da
apoptose, nomeadamente através do
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uso de farmacos que atacam alvos
especificos na cascata de eventos
que conduz a apoptose.

APOPTOSE

A apoptose foi descrita pela primeira
vez em 1972 [4] e, desde essa data
0 numero de publicagdes associadas
a apoptose tem aumentado expo-
nencialmente. No entanto, foi ape-
nas nos anos 90 que comegaram a
surgir publicagdes relacionadas com
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moduladores da apoptose, tais como
os receptores de superficie celular, as
caspases, os factores mitocondriais
ou a proteina p53.

A apoptose consiste numa cascata de
eventos que conduz a morte celular e
pode ocorrer por duas vias (Figura 1):
a via extrinseca, mediada por recep-
tores de morte, e a via intrinseca ou
mitocondrial. Ambas as vias s&o con-
troladas por uma familia de proteases
de cisteina, central para o processo
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Figura 1 — Representagdo esquematica das duas vias principais da apoptose
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apoptotico, chamadas caspases [5-7].
Avia extrinseca é controlada pela cas-
pase-8 ou pela caspase-10 (caspases
iniciadoras) e a via intrinseca ocorre
através de libertagdo de citocromo ¢
da mitocéndria e consequente activa-
¢ao da caspase-9 (caspase iniciado-
ra). Ambas as vias convergem na acti-
vacgao da caspase-3 (caspase execu-
tora), que conduz a morte celular [1].

O Que SAo EnTA0 As CasPASES?

As caspases pertencem a um grupo
de enzimas chamadas proteases de
cisteina. Actualmente, sdo conhecidos
14 membros da familia das caspases,
dos quais 12 existem nos humanos
[5-7]. A funcdo de cada uma das cas-
pases tem sido clarificada nos ultimos
anos, e é actualmente reconhecido
que estas constituem novos alvos te-
rapéuticos para doengas do sistema
nervoso central, em que a morte ce-
lular ocorre através de um mecanis-
mo de apoptose [8-9]. Consoante a
sua fungdo na cascata apoptética, as
caspases sao divididas em caspases
iniciadoras (caspases 2, 8, 9 e 10) ou
caspases executoras (caspases 3, 6
e 7), sendo estas Ultimas activadas
pelas caspases iniciadoras durante a
apoptose. Existem ainda as caspases
1, 4, 5, 11 e 12 que estédo envolvidas
na activagao das citocinas.

Estéo identificados varios reguladores
de caspase naturais. Mas, nos ulti-
mos 20 anos, observou-se também
um aumento exponencial de publica-
¢Oes relativas ao desenvolvimento de
inibidores de caspases, tendo varias
empresas farmacéuticas desenvolvi-
do programas de investigacdo direc-
cionados para a descoberta de far-
macos que actuem sobre estes alvos
terapéuticos [10-11].

INIBIDORES DESENVOLVIDOS PARA AS
CASPASES

As caspases representam uma das
familias de proteases mais especifica,
uma vez que requerem um residuo de
acido aspartico na posigaéo P1 do seu
substrato, e requerem pelo menos trés
aminoacidos adicionais localizados
nas posi¢oes P2-P4. Por esse motivo,
um inibidor tipico de caspase pode
ser dividido em trés componentes es-
truturais: o grupo quimico que ira rea-
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gir com a cisteina do centro activo da
enzima, o acido aspartico na posigao
P1 e o componente P2-P4 peptidomi-
mético (Esquema 1) [12].

Diferentes caspases possuem difer-
entes preferéncias para as posigoes
P2 a P4. Por exemplo, as sequéncias
tetrapeptidicas Asp-Glu-Val-Asp e
Leu-Glu-Thr-Asp sao sequéncias pre-
ferenciais para a caspase-3 e caspa-
se-8, respectivamente [5]. No entanto,
uma sequéncia dipeptidica truncada
P2-P1 (por ex., Ala-Asp ou Val-Asp) é
suficiente para obter inibidores selec-
tivos e potentes para as caspases. A
posicdo P1’ do inibidor ndo contribui
para a discriminagdo entre os mem-
bros da familia das caspases, mas
podera determinar se o inibidor se liga
reversivelmente ou irreversivelmente
a posigdo S1’ da enzima [11].

A maioria das estratégias utilizadas
no desenho de inibidores de caspa-
ses envolveu modificagdo dos grupos

/83\
GPHN\)k Jﬁf \)L
V O\/

GP = grupo protector

/\

electrofilicos de inibidores tetrapep-
tidicos conhecidos. Os primeiros ini-
bidores de caspases desenvolvidos
foram desenhados para actuar sobre
a caspase-1. S6 mais tarde comeca-
ram a ser desenhados inibidores para
as caspases executoras -3 e -7, bem
como inibidores que actuassem sobre
todas as caspases.

Por exemplo, no caso das caspases
-1 e -3, varios inibidores foram base-
ados nos inibidores Ac-Tyr-Val-Ala-
Asp-CHO e Ac-Asp-Glu-Val-Asp-CHO
(Figuras 2 e 3), respectivamente. No-
meadamente, aldeidos, nitrilos e ceto-
nas peptidicas foram descritos como
inibidores reversiveis, enquanto que
derivados de cloro-, fluoro-, aciloxi-
e diazometilcetonas foram descritos
como inibidores irreversiveis [13-14].
Em particular, foram desenvolvidos
potentes inibidores dipeptidicos irre-
versiveis, baseados em derivados de
oxamilo [15] e em derivados de fluoro-
metilcetonas (Figura 2) [16].
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Esquema 1 - Esquema de um inibidor de caspase tipico. P1, P2, P3, P4 e P1' sdo as posi¢des do
inibidor que irdo ocupar as posi¢des S1, S2, S3, S4 e S1', respectivamente, do centro activo da enzima
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Figura 2 - Exemplos de inibidores de caspases peptidicos
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Devido aos problemas associados
aos inibidores peptidicos, foram tam-
bém desenvolvidos varios inibidores
de caspases nao peptidicos e pepti-
domiméticos (Figura 4). Em particular,
entre os inibidores nao peptidicos,
destacam-se os derivados de isati-
na que nao possuem um residuo de
acido aspartico na posicao P1 [18].
Ja entre os inibidores peptidomimé-
ticos, destacam-se os epoxidos aza-
peptidicos [19], assim como inibidores
modificados nas posicoes P2 e P3
utilizando piridonas, pirimidonas e pi-
ridazinodiazepinas [13-14].

INIBIDORES DE CAsPASES BAseaDOs
EM AcEITADORES DE MICHAEL

Nos ultimos anos, os compostos de-
rivados de aceitadores de Michael
tém sido alvo de intensa investigacéo
para o desenvolvimento de inibido-
res de proteases de cisteina. Des-
tes, destacam-se os inibidores K-777
(CRA-3316) e o Ruprintivir (AG7088),
desenvolvidos para tratar a doenga de
Chagas e como agente antirinoviral,
respectivamente (Figura 5) [20].

No entanto, existem muito poucos
exemplos descritos de inibidores de
caspases derivados de aceitadores de
Michael. Dos mais activos, destacam-
se os inibidores de caspases basea-
dos em aza-péptidos [21] e sulfonami-
das de isatina (Figura 6) [22].

Muito recentemente, o grupo de qui-
mica terapéutica do iMed.UL (Re-
search Institute for Medicines and
Pharmaceutical Sciences, Faculdade
de Farmacia de Lisboa) desenvolveu
o primeiro estudo de estrutura-activi-
dade de vinil sulfonas como inibidores
de caspase-3. O estudo envolveu a
sintese de uma série de vinil sulfonas
contendo na cadeia de reconhecimen-
to um aminoacido ou uma sequéncia
dipeptidica (Figura 7). Todas as vinil
sulfonas sintetizadas incluiram o aci-
do aspartico (Asp) na posicdo P1. A
escolha do segundo aminoacido a
introduzir na cadeia de reconheci-
mento foi feita com base nas sequén-
cias conhecidas como ideais para a
caspase-3. Para o efeito, elegeram-se
os aminoacidos valina (Val) e alanina
(Ala) para a posi¢do P2 dos novos ini-
bidores. Finalmente, utilizou-se o gru-
po Z (benziloxicarbonilo ou Cbz) ou o
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Figura 3 - Estrutura tridimensional do complexo da caspase-3 com o inibidor tetrapeptidico Ac-Asp-
Glu-Val-Asp-CHO. Superficie do centro activo: rosa - zonas hidrofilicas; verde - zonas hidrofébicas;

branco — zonas neutras [17]
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Figura 4 — Exemplos de inibidores de caspases ndo peptidicos e peptidomiméticos
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Figura 6 — Inibidores de caspases baseados em aceitadores de Michael
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grupo Fmoc (9-fluorenilmetoxicarbo-
nilo) como grupos protectores (GP na
Figura 7) do grupo amino N-terminal,
e os grupos metilo ou fenilo na po-
sicdo P1’ (R" na Figura 7). Os com-
postos foram avaliados in vitro para
a caspase-3, tendo-se obtido valores
de IC,, (concentragéo de inibidor que
produz 50% de inibicdo da actividade
da enzima) da ordem das dezenas de
microM. Esta actividade inibitoria in
vitro foi de seguida confirmada utili-
zando um sistema celular de levedura
que expressa a caspase-3 humana
(ensaios realizados no REQUIMTE/
CEQUP, Servigco de Microbiologia da
Faculdade de Farmacia do Porto).
Os resultados mostraram que as vi-
nil sulfonas protegidas com Fmoc, e
contendo apenas Asp na cadeia de
reconhecimento (Figura 7, estrutura
A: GP=Fmoc, R'=metilo ou fenilo),
inibem uma via dependente de cas-
pase-3. Adicionalmente, os valores de
IC,, obtidos s&o da mesma ordem de
grandeza do inibidor tetrapeptidico de
caspase-3, Ac-Asp-Glu-Val-Asp-cloro-
metilcetona [23].

Existe um FuturRO PARA 0S INIBIDO-
RES DE CASPASES?

Até a data, devido a problemas de se-
lectividade, a maioria dos inibidores
de caspases nao chegaram a entrar
em estudos pré-clinicos com mode-
los animais de patologias humanas.
Apenas 4 inibidores, VX-740 (Pral-
nacasan), VX-765, IDN-6556 e LB-
84451, chegaram a entrar em ensaios
clinicos, tendo dois deles, o VX-740 e
o IDN-6556, sido descontinuados na
fase 2 dos ensaios clinicos (Figura 8)
[11].

Apesar da dificuldade observada na
obtengdo de um farmaco selectivo
para as caspases, o conhecimento
cientifico actual torna evidente que
as caspases sao um importante alvo
terapéutico para a inibicdo da apop-
tose. No entanto, a inibigdo da apop-
tose tera que ser suficientemente se-
lectiva para evitar o bloqueio da apop-
tose normal, necessaria nos organis-
mos multicelulares. Portanto, existe
ainda um largo campo de investigagéo
em aberto para o desenvolvimento de
inibidores de caspases e para o estu-
do do seu potencial para o tratamento
de doencas neurodegenerativas.
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Figura 8 — Inibidores de caspases que entraram em ensaios clinicos
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