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Estudo das
proteases CatBe L

Proteinas humanas fundamentais para a replicacao do
virus SARS-CoV-2, causador da pandemia COVID-19

Mariana Cunha, Pedro A. Fernandes, Maria Jodo Ramos

Universidade do Porto

A entrada do virus SARS-CoV-2 no corpo humano necessita da acdo de proteases de
cisteina — catepsinas B e L. Estas estao envolvidas na clivagem da proteina espicular
do virus, passo essencial para que o virus se instale, desenvolva e multiplique na célula
hospedeira. Pensa-se que a inibicdo das catepsinas B e L possa ser uma nova forma de
diminuir a propagacao desta doenga na populagcao mundial.

Identificada pela primeira vez na cidade de Wuhan, na China, em 2019, a doenca
virica causada pelo SARS-CoV-2 proliferou pelo mundo, tendo sido denominada de
COVID-19. Esta doenca pode ser traduzida por ligeiros sintomas, sendo esta a sinto-
matologia mais comum em casos confirmados. Porém, muitos outros experimentam
sintomas muito fortes e em casos extremos, morte. O virus SARS-CoV-2 é o causa-
dor da sindrome respiratoéria aguda grave, propaga-se através de goticulas projetadas
pelo nariz ou pela boca, quando tossimos, espirramos, falamos ou até mesmo quan-
do respiramos. A sua taxa de transmissao é elevada, o que faz dele uma verdadeira
ameaca a populacéo, e o seu combate ou prevencao de o contrairmos passa pelo uso
de mascara, distancia social, lavagem das m&os com sabao varias vezes ao dia, ou, em
alternativa, a desinfecdo das maos com produtos a base de alcool. 0 SARS-CoV-2 é co-
nhecido pela sua forma esférica e é constituido por proteinas envelope (E), proteinas
membranares (M), proteinas espiculares (S, do inglés spike) e pelo material genético
(FIGURA 1). As proteinas M e S tém um importante envolvimento na instalagao e repli-
cacgao do virus no hospedeiro.

As catepsinas sdo enzimas, ou seja, sdo moléculas que aceleram reagdes quimicas.
Tratam-se de enzimas do tipo “protease de cisteina”, visto que contém um residuo de
cisteina reativo no seu centro ativo, e encontram-se na maioria das células humanas.
Estas enzimas tém um papel importante na degradacao intracelular de proteinas. Para
a sua atividade ser maximizada, o pH devera ser acidico, entre 4,5 e 5,0*. A catepsina L
é, geralmente, encontrada em todos os tipos de células e é composta por 220 residuos
de aminoacido e tem como fungdo primordial a degradacao de proteinas. A catepsina

B apresenta estrutura e funcdo semelhante a catepsina L; porém, apresenta um seg-
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mento adicional peptidico, denominado lago de oclusio (do inglés, occlusion loop). Este
segmento é constituido por 20 residuos de aminoacido e tem como fungdo o bloqueio
do centro ativo da catepsina (FIGURA 2), devido ao posicionamento estratégico de duas
histidinas (His110 e His111). Também os residuos His110 e Asp22 criam entre si uma
ponte salina que confere uma certa rigidez ao lacgo, sendo esta ligagdo a responsavel
pela influéncia do pH na atividade da catepsina. Os residuos Argl16 e Asp224 estabe-
lecem também entre si interagdes, assim como os residuos de cisteina 108 e 109, que

formam uma ponte dissulfureto.

FIGURA 1. Estrutura do virus SARS-CoV-2.

FIGURA 2. A) Representacdo das catepsinas B. B) Representagéo das catepsinas L, evidenciando as suas estruturas
secundarias, bem como os seus centros ativos. (PDB ID: 2IPP e PDB ID: 3BC3, respetivamente).

O lago de oclusdo pode ser encontrado de duas formas: aberto e fechado. Quando o
laco se encontra na posicdo aberta (antes da maturacao da catepsina B) as cadeias la-
terais dos residuos His110 e Asp224, bem como as cadeias laterais de His111 e Asp224,
encontram-se muito proximas entre si. Apds a maturacéo, estas interagoes sdo removi-
das e sdo construidos novos pontos de ligagdo. A FIGURA 3 ilustra interagGes que exis-
tem entre os residuos quando o lago se encontra na posicao fechada.

Ambas as catepsinas apresentam centros ativos contendo cisteina e histidina, porém
o tamanho e forma destes locais de ligacdo apresentam diferencas, ainda que ligeiras.

A replicacao do virus divide-se em trés passos fundamentais. Na primeira etapa da-se
a entrada do virus na célula, de seguida da-se a replicacdo do RNA do virus e, por tltimo,
a montagem viral ocorre e o virus abandona a célula hospedeira. O primeiro passo para
a entrada do virus nas células hospedeiras ¢ a ativagdo da sua proteina espicular. A pro-

teina espicular é composta por duas subunidades, S1 e S2 (FIGURA 4).

Revista de Ciéncia Elementar | doi: 10.24927/rce2022.008 | margo de 2022 2


http://doi.org/10.24927/rce2022.008

REVISTA DE CIENCIA ELEMENTAR

FIGURA 3. Residuos responsaveis pela posigao do lago de oclusdo apds a maturacgéo da catepsina B, quando se encontra
na posicao fechada.

A) B)

FIGURA 4. Representagao da proteina espicular do SARS-CoV-2, evidenciando as suas subunidades, S1 representada a azul
e S2 a vermelho. PDB ID: 6VXX. A) Proteina espicular em prespetiva lateral. B) Proteina espicular em perspetiva superior.

Durante a entrada do virus na célula hospedeira, estas duas subunidades s&o cliva-
das entre os residuos Thr696 e Met697, por diversas proteinas — pela protease trans-
membranar serina 2 (TMPRSS2), por pro-proteinas convertases (como a furina), por
proteases extracelulares (como as elastases) mas, principalmente, pela catepsina L. A
catepsina L é a principal responsavel pela clivagem da glicoproteina devido ao seu pH
acidico que é muito propicio para o efeito?. A entrada do virus pode dar-se por endocito-
se, difusdo simples ou ainda por ligagdo a recetores?®. O processo endocitico apresenta-
-se representado na FIGURA 5.

A subunidade S1 do virus liga-se ao recetor superficial da célula hospedeira, ACE2
(do inglés angiotensin-converting enzyme 2) e, de seguida, a subunidade S2 sofre uma
outra clivagem para promover a ativagdo do péptido de fusdo hidrofdbico, fazendo com
gue este se funda na membrana, introduzindo o seu RNA na célula hospedeira®. Durante
esta fusdo na membrana, continua a degradacgao da subunidade S1 pela enzima Cat L.
Relativamente ao papel da catepsina B, ainda muito pouco se sabe.
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FIGURA 5. Possivel mecanismo de entrada do virus nas células hospedeiras.

Visto que as catepsinas tém um papel fulcral na entrada do virus, pensa-se que a sua ini-
bicdo seja uma potencial forma de travar a propagagdo do mesmo, em especial a catepsi-
na L. A inibicdo das catepsinas B e L é feita através de inibidores enzimaticos. Estes sdo
substancias que reduzem a velocidade de reagdes catalisadas por enzimas. Em condigoes
normais, a enzima forma um complexo com o substrato — complexo enzima-substrato —
catalisando, pois, reagées que tém lugar no centro ativo da enzima. O inibidor formara uma
ligagdo com a enzima mais forte e mais estavel do que a ligagdo da enzima ao substrato,
fazendo entdo com que a sua fungao cesse.

Os mecanismos de inibigdo podem ser reversiveis, compostos maioritariamente por inte-
ragGes nao-covalentes, ou irreversiveis, compostos por interagdes covalentes.

E importante frisar que, segundo as regras de Lipinsky, é aconselhavel que um inibidor
seja uma molécula pequena, com uma massa molecular menor que 500 g mol™. Os inibi-
dores ndo devem contar com mais de 5 dtomos dadores de pontes de hidrogénio na sua
estrutura (ligagdes N-H e 0-H) nem com mais de 10 4tomos aceitadores de pontes de hi-
drogénio (dtomos de azoto e de oxigénio). Se estas regras ndo forem observadas, é pouco
provavel que os inibidores possam ser tomados oralmente, em comprimidos, e cheguem as
células-alvo em quantidade significativa.

Posto isto, seguem-se alguns compostos quimicos que poderdo funcionar como poten-
ciais inibidores as catepsinas B e L.

0 composto E-64 ou, nome IUPAC, 1-[n-[(L-3-trans-carboxioxirano-2-carbonil)-L-leu-
cillamino]-4-guanidinobutano, um inibidor irreversivel de proteases de cisteina, liga-se
especifica e covalentemente a catepsina B. Este inibidor contém na sua estrutura um epd-
xido (evidenciado a preto, na FIGURA 6) que, no centro ativo da catepsina, estabelece uma

interagao covalente com um grupo tiol da cisteina 29.
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FIGURA 6. Esquematizagao das possiveis interagdes do inibidor E-64 no centro ativo da catepsina B. PDB ID: 1ITO.
A) Visdo global. B) Visao detalhada das interagdes estabelecidas.

A especificidade deste inibidor é estudada com base nas interagdes do inibidor com o
centro ativo, e, por esse motivo, ja foram desenvolvidos derivados do E-64 para catepsinas
especificas. No entanto, o composto E-64 nio costuma ser utilizado a nivel clinico devido
a substituicdo por compostos mais especificos — por exemplo, para a catepsina B, utiliza-
-se o composto CA074*%. A FIGURA 6 consiste numa visdo global, FIGURA 6A), e detalhada,
FIGURA 6B), do centro ativo da catepsina B e das interagdes que o inibidor E-64 nele pode
estabelecer. Na mesma figura estdo evidenciadas varias ligagdes da molécula E-64 a resi-
duos do centro ativo da catepsina B, tais como ligagdes hidrogénio (que sao ligagoes inter-
moleculares que contam com alguma intensidade, e, portanto, é necessaria mais energia
para a sua quebra) entre os oxigénios da E-64 e os atomos de azoto dos residuos Gly74,
Gln23 e Gly29.

E também importante evidenciar as interagdes que existem na cavidade oxianidnica, (do
inglés oxyanion hole), que sdo compostas pelo oxigénio 17 da molécula do E-64 e pelos
atomos de azoto dos residuos Cys29 e GIn23, todas elas muito importantes para que a
reacao catalitica se dé. Existem também ligacGes que contribuem de forma indireta para
a estabilizacdo da cavidade oxianidnica, estando entre elas o 4tomo de azoto da Trp221 e
0 oxigénio da Gln23. Os pares iénicos do inibidor e da enzima podem igualmente formar
interacdes hidrofdbicas e eletrostaticas, protagonizadas principalmente por dtomos de
carbono do inibidor com os residuos Gly74 e Phe75".

O composto CA074, 4 [N-(L-3-trans-propilcarbamoiloxirano-2-carbonil)-L-isoleucil-L-
-prolina], apresentado na FIGURA 7, € um inibidor especifico para a catepsina B, derivado
de E-64 que possui um epoxido, tal como E-64, ligando-se covalentemente a cisteina 29, e
faz parte do centro ativo da catepsina B.
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FIGURA 7. A) Esquematizagao das possiveis interagdes do inibidor CA-074 no centro ativo da catepsina. B) PDB ID: 1QDQ.

Foi testada a capacidade inibitoria do CA-074 sem o grupo epdxido, tendo-se obtido
uma perda significativa de atividade inibitéria e concluido que a ligagdo covalente entre
0 epoxido e Cys29 é absolutamente crucial para que a inibicdo se dé com eficiéncia, sem
menosprezar outras interagdes auxiliares®. A cavidade oxianidnica da estrutura CA-074
complexada com a catepsina B é constituida pelo grupo carbonilo do inibidor CA-074 e
pelos atomos de azoto dos residuos Cys29 e Gln23, cujas interagées hidrofdbicas sio ne-
cessarias para que o inibidor cumpra a sua funcdo. As ligacdes de hidrogénio evidenciadas
na FIGURA 7 existem entre os grupos imidazol dos residuos His110 e His111l (que cons-
tituem o lago de oclusdo) e entre os dois oxigénios do grupo carboxilico do inibidor” & ¢,
sendo extremamente importantes para a ligagdo especifica que caracteriza este inibidor a
catepsina B. Este inibidor ja foi e continua a ser alvo de grandes apostas contra o cancro da
mama (devido ao envolvimento das catepsinas B e L nesta doenga), embora estudos para
o tratamento da COVID-19 estejam ainda a ser averiguados.

O composto CLIK148, derivado da série CLIK, com nome IUPAC piridiletilamido-N-(-
transcarbamoiloxirano-2-carbonil)-L-fenilalanina-dimetilamida, é conhecido por ser um
inibidor de enzimas com estrutura semelhantes a protease de cisteina papaina, como, por
exemplo, a catepsina L. Pertence ao grupo dos epoxissucinato e a inibigcdo tem lugar devido
a uma reacao de alquilagdo do atomo de enxofre pertencente a um residuo de cisteina do
centro ativo das proteases de cisteina. Isto provoca a abertura do epdxido do inibidor, de
modo a ocorrer um ataque nucleofilico por parte de um dos carbonos do grupo epoxido,
formando uma ligagao tioéster. Esta interacao é covalente e a reagao é irreversivel.

Para um estudo com maior aproveitamento deste potencial inibidor contra a catepsina
L, é necessaria avaliar a semelhanga entre a papaina e a catepsina L. A papaina é também
uma protease de cisteina e hidrolisa ligagées amida através de uma triade catalitica, geral-
mente formada por residuos de cisteina, histidina e asparagina, sendo este ultimo muitas
vezes substituido por um outro aminoéacido, o aspartato. A cavidade oxanidnica situa-se no
centro da estrutura da papaina, bem como nas catepsinas B e L, onde se forma uma fenda
provocada pela separagdo de dois dominios. A partir da estrutura do inibidor CLIK148
complexado com a papaina, é possivel prever o mecanismo e as ligagdes que poderao exis-
tir na inibicao da catepsina L, visto que a estrutura, centros ativos e disponibilidade da pa-

paina e da catepsina sdo muito semelhantes. A partir de estudos publicados, sabemos que
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este inibidor apresenta inibicdo especifica a catepsina L (inibicdo a 60%, utilizando uma
concentragdo de apenas 107 M de inibidor), mas o contrério foi verificado relativamente
a outras catepsinas, nas quais a inibicdo nao foi observada. E importante estudar estas
interagdes com a papaina para que mais estudos sejam feitos para inibidores especificos
da catepsina L. Entre as interacdes existentes, destaca-se a interagdo aromatica entre o
anel piridina do inibidor e o residuo Trpl77. Ligacdes de hidrogénio estdo presentes entre
um atomo de azoto do residuo GIn19 e um atomo de oxigénio do inibidor e de modo seme-
Lhante, um atomo de azoto do residuo Gly66 possui também uma interagdo com um atomo
de oxigénio do CLIK148. Existe uma molécula de agua prdéxima do residuo His159, que
estabelece também ligagdes de hidrogénio, melhorando assim o indice de inibigdo. Além
da ligagdo com His198, esta molécula de agua forma duas outras interagées, uma com
o residuo Aspl59 e outra com o inibidor. Por dltimo, o residuo Cys25 forma uma ligagao
covalente, através do seu atomo de enxofre, com um atomo de carbono do inibidor. Apesar
de ser potencialmente crucial, para o tratamento da COVID-19, a inibigdo da catepsina L,
bem como para outras doencas onde a catepsina L atue, € fulcral o estudo da papaina com
o inibidor CLIK148 para que se continuem a desenvolver inibidores especificos para esta
catepsina, visto que estas interagdes nao estdo ainda suficientemente claras. Pensa-se
que a especificidade a catepsina L se deve a uma interagao hidrofdbica do anel piridina
do CLIK148 com o grupo N-terminal da catepsina L. Esta afirmacéao ¢é feita devido a evi-
déncias de que CLIK148 n3o inibe a catepsina B, porque o seu lago de oclus&o bloqueia a

interacao do anel de pirimidina com o N-terminal.

FIGURA 8. Interagdes do inibidor CLIK148 com os principais residuos do centro ativo da papaina. PDB ID: 1CVZ.

Ja foi ponderado considerar a cloroquina e seus derivados como possiveis farmacos
para o tratamento da COVID-19. Estes compostos sdo muito utilizados nos tratamentos
da maldria e doengas reumaticas. Os mecanismos de agdo da cloroquina e hidrocloroquina
passariam pela inibicdo da endocitose, bloqueando a maturagao dos endossomas. Estes,
por sua vez, iriam desencadear a fusdo da membrana celular®. Porém, a nivel clinico, ainda
nao foi descoberta atividade viral relevante contra o SARS-CoV-2 fazendo, assim, com que
nao seja aconselhavel o uso destas substancias no tratamento da COVID-19.
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0 uso de farmacos sera o préximo grande passo no estudo deste virus, uma vez que as
vacinas ja se encontram a ser distribuidas a populagdo mundial e a inibigdo de proteases de
cisteina, tem vindo a revelar-se um grande ponto de partida para esse fim.

Ainda ndo foram conseguidos inibidores para a catepsina B com hipdteses de serem
testados e usados clinicamente, devido a pouca biodisponibilidade que apresentam, efei-
tos secundarios inesperados e indesejados ou até mesmo, alta toxicidade!!. Contudo, ha
possibilidade de que o inibidor especifico para catepsina B ja apresentado neste trabalho,
o CA-074, possa constituir eventualmente, com algumas alteragdes na sua estrutura, um
farmaco. O papel da catepsina B, no ser humano infetado, bem e como o ciclo de vida do
SARS-CoV-2 e suas inibigdes, continuam a ser estudados, porque ainda pouco se sabe
acerca deste assunto. Pensa-se também que a catepsina L, inibida, podera ser um gran-
de ponto de partida contra a COVID-19. Neste caso, o CLIK148 podera apresentar bons
resultados devido ao seu grande potencial em inibir a catepsina L. Contudo, mais estudos
tém de ser elaborados com estes e demais compostos, para que as suas interagées com
o centro ativo da enzima, bem como a sua biodisponibilidade e toxicidade para o Homem,
sejam clarificados.
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