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Ilustrações cedidas pelos autores

 clivagem proteolítica de li-
gações peptídicas é uma das
mais freqüentes e impor-
tantes modificações pós-tra-
ducionais de proteínas. As

peptidases (proteases)
recebem o prefixo endo-
quando clivam ligações
no meio de cadeias poli-
peptídicas, podendo,
neste caso, ser chamadas
também de proteinases,
e o prefixo exo- quando
clivam ligações em uma
das extremidades da ca-
deia polipeptídica, com-
preendendo as chama-
das amino- e carboxipep-
tidases. Historicamente,
o estudo das proteases
iniciou-se com o interes-
se de fisiologistas e bio-
químicos na digestão pro-
téica em seres humanos.
Por este motivo, as pro-
teases digestivas conti-
das nas secreções do
pâncreas e estômago es-
tão entre as enzimas
melhor caracterizadas, e
muito do conhecimento
atual sobre estrutura e
função de enzimas se
deve ao estudo destas
proteases.

Talvez, o maior pro-
gresso no estudo de pro-
teases tenha sido o esta-
belecimento de uma clas-
sificação racional baseada na compara-
ção dos sítios ativos, no mecanismo de
ação e na estrutura tridimensional. As
quatro classes reconhecidas pela IUBMB
(International Union of Biochemistry

and Molecular Biology) são: serina,
cisteína, aspártico e metalo protease.
Posteriormente, foram definidas famíli-
as para agrupar proteases que teriam
descendido de um ancestral comum

por evolução divergente.
A maior família de peptidases cor-

responde à família da quimiotripsina
(S1). O marco central do sítio ativo
destas enzimas é a tríade catalítica Asp102,

Figura 1: Aspártico protease do HIV. Os
monômeros estão coloridos em azul e amarelo.
Os resíduos Asp-Thr-Gly do sítio ativo estão
representados em �sticks� coloridos em CPK.
Notar estrutura simétrica do homodímero, com
o eixo de pseudo-simetria diadal, vertical e no
plano da página. O assoalho do sítio ativo, ao
centro, está em baixo e os flaps acima. Esta
figura, assim como as demais utilizadas neste
trabalho foi gerada no programa Swiss PDB
Viewer v. 3.51, a partir da estrutura da HIV-1
protease complexada com o inibidor AG-1343,
armazenada no Brookhaven Protein Data Bank
(PDB) sob o código 1ohr (Kaldor et al., 1997)
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His57 e Ser195 (baseado na nume-
ração da quimiotripsina). A ca-
tálise procede por meio de um
intermediário de estado de tran-
sição tetraédrico durante os es-
tágios de acilação e deacilação.
O mesmo tipo de mecanismo
está envolvido em todas as rea-
ções de serina proteases. Nosso
entendimento atual do mecanis-
mo de ação destas enzimas é
ilustrativo de todo o grupo de
enzimas envolvidas na transfe-
rência de fragmentos, apesar de
que, neste caso, a transferência
é para a água. A transferência
intermediária da porção acila de
um substrato para formar uma
ligação covalente com um gru-
po funcional da enzima é um
aspecto comum entre as serina
proteases e outras transferases,
na biologia. Já as cisteína prote-
ases são caracterizadas por um
resíduo de Cys25 catalítico, atu-
ando como a Ser195 na quimio-
tripsina. A catálise ocorre por via de um
intermediário tiol-éster e é facilitada
por cadeias laterais de His159 e Asp158. A
característica principal das aspártico
proteases é um sítio catalítico constitu-
ído de dois resíduos de ácido aspártico
(32 e 215; numeração da pepsina suí-
na). Metaloproteases possuem como
componente ativo um átomo de metal
de transição, principalmente zinco.

Diversidade e Importância Bio-
lógica das Proteases

O número de proteases investiga-
das é minúsculo frente ao atual reper-
tório de milhares de enzimas proteolí-
ticas que são codificadas por cerca de
2% dos genes estruturais (Rawlings &
Barret, 2000). O interesse em proteases
evoluiu a partir do conhecimento de
que, além das ações digestivas, estas
enzimas estão envolvidas na regulação
de muitos processos fisiológicos. Re-
centemente, um banco de dados on-
line denominado MEROPS (Rawlings &
Barret, 2000) tornou-se disponível para
usuários de instituições acadêmicas de
todo o mundo. Este banco contém um
catálogo com uma classificação estrutu-
ral de peptidases, baseada na similari-
dade (estatisticamente significativa)
entre segmentos responsáveis pela ati-
vidade enzimática.

Em muitos casos, a regulação de
processos fisiológicos por proteases é
mediada pela associação de domínios
não-proteolíticos na estrutura destas

enzimas, que conferem especificidade
na interação destas com seus alvos
biológicos. Entre as mais estudadas das
proteases estão as enzimas envolvidas
nas cascatas da coagulação, fibrinólise,
sistema complemento e no processa-
mento de precursores hormonais por
convertases específicas. O ponto chave
aqui, é que um sinal pode ser especifica
e irreversivelmente amplificado cada
vez que um precursor enzimático inati-
vo em uma posição abaixo, na cascata,
é ativado. Estes tipos de reações envol-
vendo a ativação proteolítica de zimo-
gênios, apesar de muito estudadas,
vêm sendo rediscutidas em termos da
função da chamada região pré-pró des-
tes precursores inativos. Recentemen-
te, foi demonstrado que esta região
possui um papel específico, podendo
atuar como inibidor ou como chapero-
nina intramolecular, assegurando o eno-
velamento apropriado da protease
(Khan et al., 1999). Outras áreas de

interesse relacionadas com as pro-
teases incluem a apoptose, a me-
diação da sinalização da trombi-
na por receptores ativados por
proteases, o envolvimento no me-
canismo de resistência de pató-
genos e na doença de Alzheimer.
No entanto, a importância das
enzimas proteolíticas para o en-
tendimento de tarefas biológicas
vitais é talvez melhor ilustrado
pelas proteases virais que devem
combinar atividades catalíticas es-
pecíficas para o processamento
de proteínas do vírus e/ou do
hospedeiro para permitir a repli-
cação viral com a eficiência, ao
ser codificada por um genoma
extremamente reduzido.

HIV-1 Protease: o principal
exemplo do sucesso do dese-
nho de fármacos baseado na
estrutura

A identificação dos eventos
moleculares críticos para a repli-
cação do vírus da imunodeficiên-

cia humana tipo 1 (HIV-1) permitiu a
seleção de algumas estratégias para
intervenção quimioterápica potencial
(Cann & Karn, 1989; Mitsuya et al.,
1990), entre essas o bloqueio da prote-
ase viral codificada (Huff, 1991). Na
busca por um agente antiviral eficiente,
tornou-se imperativo classificar as pro-
teases. Parte da classificação começou
por comparação computacional das se-
qüências retrovirais com seqüências de
proteases celulares sugerindo que as
proteases retrovirais seriam membros
da família das aspártico proteases (Toh
et al., 1985). Um mistério era, no entan-
to, o fato das proteinases retrovirais
serem consideravelmente menores que
as enzimas pepsina-símeis, tendo me-
nos que 130 aminoácidos de compri-
mento. Uma modelagem computacio-
nal brilhante por Pearl & Taylor (1987),
combinando os dois monômeros de 99
aminoácidos, enovelados identicamen-
te, da protease do HIV em um homodí-
mero (cada um contribuindo com um
motivo Asp-Thr-Gly), formando então
a cavidade do sítio ativo, forneceu o
caminho para a elucidação final (Figura
1). Interessante como este trabalho,
aliado aos dados experimentais que se
seguiram, comprovando a estrutura di-
mérica da HIV-1 protease (Graves et al.,
1990; Schneider & Kent, 1988; Wloda-
wer et al., 1989), reforçam a proposição
feita por Tang et al. (1978), baseados na
estrutura bilobada das proteinases áci-

Figura 2: Rede de pontes de
hidrogênio (pontilhado
verde) formadas por átomos
da cadeia principal e das
cadeias laterais dos resíduos
do sítio catalítico da
aspártico-proteinase. Resídu-
os em palito, coloridos
conforme CPK (vermelho �
oxigênio, azul � nitrogênio e
branco � carbono)
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das de fungos, de que as aspártico
proteases teriam evoluído a partir da
duplicação / fusão de um gene ances-
tral que codificaria um dos lóbulos das
enzimas pepsina-símil e subseqüente
evolução divergente de cada uma das
subunidades.

O vasto conhecimento já existente
sobre a estrutura das aspártico protea-
ses digestivas (p.ex.: pepsina), de fun-
gos (endothiapepsina, rhizopuspepsi-
na e pnicillopepsina) e envolvidas no
sistema cardiovascular (renina) propor-
cioanaram a informação de entrada
necessária aos estudos de modelagem
molecular, utilizados para desenvolver
os inibidores de HIV-1 protease atuais.
As aspártico proteinases perfazem uma
classe de enzimas amplamente distri-
buída, sendo encontrada em vertebra-
dos, fungos, plantas e, mais recente-
mente, em retrovírus (Davies, 1990).
São caracterizadas, geralmente, por
apresentarem um pH ótimo ácido; se-
rem inibidas pela pepstatina (um hexa-
peptídeo de Streptomyces sp.) e pelo
1,2-epoxi-3-(p-nitrofenoxi)propano
(EPNP; um marcador da presença de
resíduos de ácido aspártico do sítio
ativo) e pela especificidade por subs-
tratos peptídicos estendidos. Estas en-
zimas possuem seqüências característi-
cas na região dos dois resíduos catalíti-
cos de ácido aspártico: (hidrofóbico,
geralmente Phe)-Asp32-Thr-Gly-Ser, no
domínio N-terminal e um domínio C-
terminal correspondente (hidrofóbico)-
Asp215-Thr-Gly-Ser/Thr (numeração con-
forme a pepsina). A estrutura geral dos
membros desta família consiste, quase
inteiramente, de uma folha beta-pre-
gueada, com pouquíssimas α-hélices.
A molécula é bilobada com dois domí-
nios de estrutura similar relacionados
por um eixo de simetria. Uma ampla
fenda de, aproximadamente, 40 Å, atra-
vessa inteiramente a molécula e separa
os dois domínios. Sob estes, uma ex-
tensa folha β-pregueada de seis fitas
forma a base da molécula. A HIV pro-
tease possui esta mesma estrutura β-
pregueada típica, porém apresenta qua-
tro fitas interdigitantes ao invés de seis.
Os resíduos de ácido aspártico catalíti-
cos estão localizados nos términos das
alças em formato da letra grega psi (ψ),
que estendem-se de cada domínio e
estão relacionadas umas às outras por
um eixo de pseudo simetria. Os dois
grupos carboxílicos no sítio ativo estão
conectados por uma complexa rede de
pontes de hidrogênio que faz uso da

seqüência Asp-Thr-Gly (Figura 2). As
duas treoninas desempenham um pa-
pel crucial. Os grupos hidroxílicos de
cada uma formam pontes de hidrogê-
nio com o nitrogênio presente na fun-
ção amida da outra. Estas também estão
em distância apropriada para formar
pontes de hidrogênio com os oxigênios
carbonílicos dos dois resíduos hidrofó-
bicos precedendo os aspárticos catalíti-
cos. Era esperado que essa rede de
pontes de hidrogênio tornasse a região
do sítio ativo da enzima bem rígida e os
baixos fatores B cristalográficos obser-
vados nesta região confirmam esse fato.
Uma exceção é o flap, que, na enzima
nativa possui um alto fator B, indicando
alta mobilidade. Este último consiste
em uma alça em forma de grampo de
cabelo (hairpin loop), que se projeta
sobre a fenda do sítio ativo. Diferente-
mente das aspártico proteases de ma-
míferos e fungos, que apresentam so-
mente um flap, a protease do HIV-1
apresenta duas destas estruturas. Esta
região fecha-se sobre inibidores liga-
dos na fenda, incluindo mais ainda o
solvente e tornando-se consideravel-
mente menos móveis. A análise de
inibidores ligados às proteinases fúngi-
cas forneceu a base para a modelagem
do substrato, o que por sua vez pôde
levar a uma avaliação de possíveis
mecanismos de ação em termos tridi-
mensionais. Uma propriedade caracte-
rística da hidrólise peptídica realizada
por aspártico-proteinases é a especifi-
cidade por subsítios estendidos em

cada um dos lados da ligação lábil. O
número de resíduos da enzima envolvi-
do em cada posição do subsítio varia
com o tamanho da cadeia lateral do
substrato-inibidor e com o critério usa-
do para definir um resíduo fazendo
contato, mas contato extensivo é feito
com todos os seis subsítios. As bolsas
de ligação de cada resíduo do substra-
to, até quatro do lado N-terminal da
ligação lábil e duas do lado C-terminal
já foram descritas para a penicilopepsi-
na. A maioria dos autores acredita que
a clivagem da ligação peptídica media-
da por estas enzimas, provavelmente,
se passa por uma catálise básica geral,
na qual o complexo carboxilato ativa
uma molécula de água ubíqua existen-
te no sítio ativo (Davies, 1990).

A abordagem para o desenvolvi-
mento de inibidores enzimáticos tem
envolvido vários métodos. Por exem-
plo, o conhecimento de que a HIV-1
protease pertencia à classe aspártico
levou pesquisadores a testarem inibi-
dores de outras enzimas da mesma
classe como inibidores de proteases
retrovirais. Usando esta abordagem,
muitos grupos identificaram inibidores
da renina ativos contra a HIV-1 protea-
se e muitos deste compostos foram
subseqüentemente desenvolvidos em
inibidores potentes e seletivos. Entre-
tanto, quando o objetivo é desenvolver
inibidores baseados na estrutura de
uma nova enzima proteolítica, a ques-
tão inicial a explorar é a seqüência e o
tamanho mínimo do substrato. A espe-

Figura 3: Isósteros de estado de transição que mimetizam o
intermediário tetraédrico formado na hidrólise do peptídeo
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cificidade de substrato da protease do
HIV representa uma situação parado-
xal, na qual a enzima é requerida para
realizar uma série de clivagens alta-
mente específicas nas poliproteínas gag-
pol em sítios contendo seqüências mar-
cadamente heterogêneas (Huff, 1991).
A observação da ocorrência freqüente
de um sítio de clivagem (Aromático)-
Pro em 19 retrovírus foi fundamental
para o desenvolvimento dos inibidores
atuais, pois a hidrólise de uma prolina
N-terminal não é usual em endopepti-
dases de mamíferos. Tyr-Pro ou Phe-
Pro compreendem os resíduos P1-P1�
em três dos sítios de processamento do
HIV-1 [notação de Schester & Berger
(1967), na qual resíduos do substrato
são numerados a partir da ligação lábil,
P

1
�P

n
 no lado N-terminal e P�

1
�P�

n
 no

lado C-terminal]. Uma vez isso conhe-
cido, foi possível desenhar
inibidores, baseados neste
substrato mínimo. A estraté-
gia usual empregada é subs-
tituir a ligação lábil do subs-
trato por análogos de esta-
do de transição não hidroli-
sáveis para mimetizar esta
ligação (Figura 3). Estas uni-
dades são mímicos dipeptí-
dicos para o intermediário
tetraédrico que ocorre du-
rante a hidrólise da ligação
peptídica. A maioria dos
potentes inibidores de HIV
protease existentes hoje são
peptidomiméticos baseados
neste conceito (Vacca,
1994). Um segundo fator
importante para o desenho
de inibidores peptidomimé-
ticos da HIV-1 protease foi a
estrutura simétrica C

2
 ativa

do homodímero da enzima.
Sob o argumento de que
estruturas que refletem o
sítio ativo simétrico da enzi-
ma podem provar ser bené-
ficos em termos de novida-
de, potência e seletividade,
uma série de inibidores si-
métricos-C

2
 foram desenha-

dos. Essa estratégia baseia-
se na duplicação da porção
de um substrato/inibidor as-
simétrico, que ocupa uma
metade do sítio ativo pela
aplicação de uma operação
de simetria C

2
, que irá pro-

duzir uma estrutura simétri-
ca capaz de parear as regi-

ões hidrofílicas e hidrofóbicas de am-
bas as metades do sítio ativo (Kempf,
1994). As duas metades idênticas da
unidade básica são atracadas ao centro
por uma função capaz de formar pon-
tes de hidrogênio com o aspartato cata-
lítico da enzima, uma propriedade es-
trutural demonstrada como essencial
para a alta potência de inibidores pré-
vios da HIV protease. Dependendo da
escolha do eixo, do término a ser dupli-
cado e da identidade da função central
formadora de ponte de hidrogênio,
unidades básicas diversas de inibidores
podem ser concebidas por este méto-
do.

Um fator importante que influen-
ciou o desenho de inibidores de HIV
protease foi a ampla disponibilidade de
estruturas cristalográficas de ambas as
proteases nativas e complexadas (Figu-

ra 4). Apesar da diversidade das estru-
turas dos inibidores e diferenças na
simetria do cristal, alguns atributos co-
muns do complexo HIV-1 protease ini-
bidor emergiram. Somente uma leve
reorganização do cerne da enzima foi
observada após a ligação do inibidor,
onde a porção da estrutura que mos-
trou uma movimentação significativa
foi a região do flap, com a ponta das
alças movendo-se 7 Å (Huff, 1991). Esta
informação foi importante para o pla-
nejamento dos ensaios de simulação
computacional do ancoramento de ini-
bidores no sítio ativo da protease. Em
sua conformação contraída, os flaps
formam a face superior de uma fenda
tubular hidrofóbica, estendendo-se
aproximadamente de P

3
 até P�

3
 prote-

gendo, dessa forma, 80% do inibidor
ligado do solvente circunvizinho (Figu-

ra 5A). Diferentemente das
aspártico-proteases de mamí-
feros e de fungos, que pro-
movem o contato entre inibi-
dores ligados e resíduos, es-
tendendo-se a partir da face
de seu flap único, a protease
do HIV faz contato com inibi-
dores ao longo da borda de
cada um dos seus flaps. Uma
propriedade marcante de to-
dos os complexos de inibido-
res é uma molécula de água
fortemente ligada, que faz
uma ponte entre os dois flaps
da enzima e o inibidor, atra-
vés de pontes de hidrogênio
formadas pelos nitrogênios
de amida de Ile50 e Ile250 e os
oxigênios carbonílicos de P

2

e P�
1
. Os inibidores ligam-se

em uma conformação esten-
dida de P

4
 a P�

3 
(Figura 5B).

Uma extensa rede de pontes
de hidrogênio é observada
entre a enzima e os átomos
polares nos inibidores (Figu-
ra 5C). As paredes hidrofóbi-
cas da fenda de ligação mos-
tram extensos contatos de van
der Waals com as cadeias
laterais dos inibidores (Figu-
ra 5D).

Portanto, a habilidade de
utilizar informações estrutu-
rais para a otimização de um
inibidor existente ou para o
desenho de ligantes não pep-
tídicos através de métodos
computacionais terá impacto
significativo no desenho de

Figura 4: Complexo HIV protease-AG-1343
(Viracept®)39. A- AG-1343 ancorado no sítio ativo da
protease, que foi representada na forma de fitas, e
colorida diferentemente para cada monômero. B-
Mesma visão que A, porém mostrando a superfície
molecular da proteína colorida conforme seu poten-
cial eletrostático. Vermelho � negativo, azul �
positivo, branco � neutro
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inibidores futuros da HIV-1 e demais
proteases alvos para quimioterapia.

Proteases sob investigação e Pers-
pectivas no estudo destas enzimas
como potenciais alvos para quimio-
terapia

As vantagens de se concentrar em
proteases como alvos para quimiotera-
pia são evidentes (Southan, 2001). A
inibição seletiva de proteases de mamí-
feros que se tornam aberrantemente
expressas ou desreguladas durante do-
enças é uma importante meta no de-
senvolvimento e desenho de novos
fármacos. As principais razões para
este interesse incluem os dados acumu-
lados na enzimologia, bioquímica, fisi-
ologia, estrutura 3D e mecanismo de
inibição destas enzimas. Além disso, há
uma substancial quantidade de infor-
mações sobre o desenvolvimento de

inibidores de proteases de vírus que
apresentam uma extensiva sobreposi-
ção metodológica com as proteases
humanas. O número de proteases hu-
manas sob investigação como alvos
para drogas aproximadamente dobrou
entre 1998 e 2000. Atualmente, 14 %
das proteases humanas são investiga-
das como alvos potenciais para quimi-
oterapia, incluindo: Caspase-3 (cisteína
proteinase) na isquemia cerebral (Lo-
etscher et al., 2001), TACE (enzima
conversora do fator de necrose tumo-
ral; metaloprotease) na artrite, câncer e
diabetes (Moss et al., 2001), metalopro-
teinases da matriz no câncer (Foda &
Zucker, 2001) e catepsina D na doença
de Alzheimer (Papassotiropoulos et al.,
2001), só para citar alguns exemplos
mais recentes. O projeto genoma hu-
mano certamente teve participação cru-

cial neste aumento recente de alvos
disponíveis. Uma anotação preliminar
do genoma humano mostrou a existên-
cia de 498 seqüências codificando pro-
teases (1,6 % do total de proteínas
preditas), superando outras classes tra-
dicionais de proteínas exploradas pela
indústria farmacêutica, como as prote-
ínas-quinases (437), receptores acopla-
dos à proteína G (369) e receptores de
esteróides (35) (Southan, 2001).

A inibição seletiva de proteases mi-
crobianas atuando nas células ou no
espaço extracelular do hospedeiro tra-
ta-se de estratégia interessante no com-
bate de infecções por diversos tipos de
microorganismos, pois retarda as taxas
de replicação destes organismos inva-
sores e assim assiste os mecanismos
imunológicos de defesa envolvidos em
sua erradicação. Entre as doenças in-

Figura 5: Interação de AG-1343 (Viracept®)  com a protease do HIV-1. A estratégia de desenvolvimento de
AG-1343, que se baseou na combinação de  desenho baseado em estrutura (structure-based drug design) e
análise dos perfis farmacocinéticos e de atividade antiviral do fármaco. A- Visão com o eixo de simetria diadal
perpendicular ao plano da página, mostrando a região de flap encobrindo o inibidor. B- A região de flap foi
extraída para permitir a observação da interação dos grupos tiofenil (P

1
), fenolamido (P

2
) e T-

butilperidroisoquinolina (P�
1
) com os subsítios da enzima. C- Visão com o eixo de simetria diadal no plano da

página. A estrutura do complexo revela como os substituintes tiofenil éter e fenolamida, deste inibidor não
peptídico, interagem com os subsítios S

1
 e S

2
 da enzima, respectivamente.
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fecciosas que apresentam proteases mi-
crobianas que estão sendo investigadas
como alvos para quimioterapia estão:
esquistossomose (aspártico proteina-
se; Wong et al., 1997), candidíase (as-
pártico proteinase; Hoegl et al., 1996),
malária (aspártico proteinase; Carroll et
al., 1998) e outras parasitoses (cisteína
proteinases; McKerrow, 1999). Recen-
temente, foi proposto que a inibição de
enzimas da classe das serino, cisteína e
metalo proteases poderia ser utilizada
no combate de infecções causadas por
bactérias de diversas espécies (Travis &
Potempa 2000), como, por exemplo,
Clostridium sp., E. coli, e P. aeruginosa,
somente para citar alguns dos patóge-
nos mais conhecidos.

Atualmente, tem sido investigado o
papel da região pré-pró de zimogênios
de proteases como inibidores naturais
específicos destas enzimas (Khan et al.,
1999). Este tipo de inibição parece
envolver mecanismos diferentes dos
apresentados pelos inibidores existen-
tes, baseados na ligação sob conforma-
ção estendida no sítio ativo de protea-
ses (Tyndall & Fairlie, 1999). Uma outra
possibilidade de atuação encontrada,
envolve o desenvolvimento de inibido-
res da associação das cadeias polipep-
tídicas durante a síntese da protease.
Este tipo de inibição tem sido denomi-
nada de inibição dissociativa, e é dife-
rente das descritas anteriormente. Estas
questões, assim como diversos aspec-
tos do envolvimento de proteases na
infecção por Leishmania sp e T. cruzi,
têm sido explorados por nosso labora-
tório para a síntese de novos inibidores
peptideomiméticos.

Portanto, o estudo de proteases
ainda tem muito a revelar e o uso da
modelagem molecular para o desenho
de inibidores cada vez mais potentes e
seletivos certamente contribuirá para a
descoberta de novas abordagens tera-
pêuticas para muitas das doenças que
afligem o homem.
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