SEBBM DIVULGACION
ACERCATE A NUESTROS CIENTIFICOS

Calpaina y sus inhibidores

Bernardo Herraddn

JULIO 2011

Instituto de Quimica Orgéanica General, CSIC

Biografia

Bernardo Herrad6n es
Investigador Cientifico en el
IQOG-CSIC, dénde ha sido

director (2006-2010). Se
licencié (1980) y doctord (1986)
por la Universidad
Complutense de Madrid. Ha
investigado en la Universidad
de Alcald, ETH-Zurich y
Stanford University. Su
investigacion ha evolucionado
desde metodologia sintética 'y
sintesis de productos naturales
hasta el estudio de la estructura
y propiedades de compuestos
utiles biolégicamente o
tecnolégicamente. Es autor de
unas 75 publicaciones
cientificas originales y 5
patentes, algunas extendidas a
Europa, USA, Japon y China.
Ha sido investigador principal
en 15 proyectos de
convocatorias publicas y ha
liderado 10 proyectos con
empresas. Entre sus objetivos
esté la difusion de la Cultura

Cientifica, participando

activamente en ferias
cientificas, visitas guiadas,
mesas redondas, charlas y
cursos de divulgacion. Es el
comisario cientifico de la
exposicion “Entre Moléculas” y
director del curso de
divulgacion “Los Avances de la
Quimica y su Impacto en la
Sociedad”.

Paginas web:
http://www.losavancesdelaquim
ica.com/
http://iwww.madrimasd.org/blog
s/quimicaysociedad/
http://www.igog.csic.es/iqog/inv
estigador/bernardo-herradon-
garcia

SE'BBM
ndd,as

Soviedad Espaiiola
de Bioguimica y
Biclogia Molecular

Resumen

La calpaina es una proteasa con cisteina con un papel metabdélico muy activo. Es
una proteasa Unica, necesitando Ca2+ para su activacion. Nuestro grupo ha
preparado inhibidores muy potentes y selectivos de esta enzima.

Summary

Calpain is a cysteine protease with a highly active metabolic role. It is a unique
protease since it requires Ca2+ for activation. Our group has prepared many potent
and selective inhibitors of calpain.
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Las proteasas o peptidasas catalizan la ruptura (hidrélisis) de enlaces peptidicos. Se han
clasificado en cinco clases principales basadas en su mecanismo de catalisis: serine,
threonine, cysteine, aspartate, y metalo proteasas. Las reacciones proteoliticas son
fundamentales en numerosos procesos bioldgicos y, por lo tanto, necesitan una
regulacion estricta. Algunos de los procesos en los que la actividad de proteasa es
importante para la homeostasis son el crecimiento celular, la muerte celular, la
coagulacion de la sangre, remodelacién celular, activacion del sistema inmune. Ademas,
los microorganismos usan sus proteasas para su ciclo vital y para infectar al organismo
huésped. Por lo tanto, las proteasas son importantes objetivos para el disefio de
farmacos para el tratamiento de numerosas enfermedades.

Las calpainas, o proteasas neutras activadas por calcio, son una familia de proteasas
con un papel metabdlico muy activo. Aunque su sustrato natural no estd claramente
determinado, estas enzimas catalizan la hidrélisis de una variedad de proteinas
implicadas en la transduccion de sefiales, en la reconstruccion del citoesqueleto, en la
regulacion del ciclo celular y en la apoptosis. En mamiferos, la familia de calpainas
comprende diversas isoformas especificas de tejido y dos isoenzimas ubicuas: la p-
calpaina (o calpaina-1, CAPN1) y la m-calpaina (0 CAPN2), que requieren cantidades
micromolares y milimolares, respectivamente, de Ca2+ para su activacion. Estudios
estructurales por difraccién de rayos X han mostrado que cada isoforma esta compuesta
por una subunidad grande (~ 80 kDa), que presenta un dominio de proteasa con cisteina
del tipo de la papaina, y una subunidad pequefa (~ 30 kDa), que es comuUn a cada
isoenzima. Los extremos C-terminales de cada subunidad tienen dominios capaces de
unirse a Ca2+ (dominio tipo calmodulina).

La sobreactivacion de las calpainas (lo que puede ocurrir al aumentar la concentracion
intracelular de Ca2+) esta implicada en numerosas enfermedades, tales como las
isquemias cerebral y cardiaca, Alzheimer, Parkinson, distrofia muscular, cataratas,
enfermedades desmielinizantes (como la esclerosis multiple) y otras enfermedades
degenerativas. Por otro lado, la calpaina esté latente en las células en reposo (es decir,
con niveles de Ca2+ “normales”). Por ello, la inhibicién de calpaina se presenta como un
tratamiento adecuado en enfermedades neurodegenerativas. Ademas hay que destacar
qgue los inhibidores potentes y selectivos de calpaina pueden ser muy Utiles como
herramientas de trabajo para estudiar el mecanismo de accion de esta proteasa, asi
como su papel en ciertos procesos fisiolégicos. Por otro lado, se ha descrito
recientemente que isoenzimas minoritarias de calpaina, como CAPN5 y CAPN10,
pueden tener papeles importantes en enfermedades relacionadas con el sindrome
metabolico, como la diabetes y la hipertension.
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Se han descrito inhibidores reversibles e irreversibles de
calpaina. Los rasgos estructurales mas frecuentes de
estos inhibidores es que son péptidos o peptidomiméticos
con pocos aminoacidos (entre 2 y 6) hidréfobos y alguna
funcionalidad electréfila, entre las que cabe mencionar
compuestos 1,2-dicarbonilicos, aldehidos, a-
cetofosfonatos, a-cetofosfinatos, a-halocetonas, epoéxidos,
etc. Aparentemente, estos compuestos actian sobre el
dominio tipo papaina de la calpaina, lo que se traduce en
una selectividad relativamente baja, por Ilo que
frecuentemente también son inhibidores de otras
proteasas con cisteina (por ejemplo, papaina) e incluso de
proteasas con serina (serine protease). En parte debido a
estos inconvenientes, aun no se ha encontrado un
inhibidor de calpaina con utilidad terapéutica.

La aportacion de nuestro grupo al area de inhibidores de
calpaina se resume en que hemos preparado y ensayado
mas de 500 inhibidores de calpaina, con diversas
estructuras (biarilos, heterociclos, carbohidratos, péptidos,
e hibridos péptido-molde relacionados). Muchos de estos
compuestos son inhibidores en escala nanomolar vy
algunos en escala picomolar. Hay que destacar que
algunos de nuestros inhibidores no son electréfilos,
actuando posiblemente impidiendo la activacion de
calpaina por Ca2+, lo que les hace muy selectivos.

La investigacion la planteamos en varias etapas. En primer
lugar se sintetizan las moléculas objetivo, que se
caracterizan estructuralmente por una variedad de
técnicas  espectroscopicas (RMN  mono- 'y  hi-
dimensionales, espectrometria de masas, infrarrojo). Se
intentan obtener monocristales para analizar por difraccion
de rayos-X. Los resultados cristalogréficos sirven para
confirmar la estructura y para identificar interacciones no
covalentes (Utiles para otros proyectos relacionados del
grupo). Los compuestos sintetizados se prueban como
inhibidores de calpaina.

A partir de los resultados de inhibicibn de calpaina,
refinamos la estructura de las siguientes generaciones de
inhibidores. De los compuestos mas activos se hace
modelizacion computacional exhaustiva, que incluye
métodos basados en mecanica molecular (busquedas
conformacionales 'y simulaciones de dinamicas
moleculares) y métodos quimico-cuanticos, que permiten
refinar la estructura y calcular propiedades moleculares
(electrénicas, energéticas, electrostéaticas, descriptores de
reactividad e indices de aromaticidad). Finalmente, los
resultados estructurales y de actividad biolégica se
relacionan a través de métodos SAR (relaciones
estructura-actividad) que permiten racionalizar los
resultados y contribuyen en el disefio de otros inhibidores.
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También hemos empezado a realizar estudios de docking
entre los inhibidores mas potentes y la enzima.

Puesto que la calpaina tiene un papel fisiol6gico muy
amplio, también hemos ensayado nuestros inhibidores en
otras actividades biolégicas (neuroproteccion,
antimitéticos, antivirales, antimalaricos) con resultados
satisfactorios.

Figura. Calpaina y uno de sus
estructura).
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