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Catalytic Mechanism and Protonation State of Pepsin-Like Aspartyl Protease Active Site

Abstract: Aspartyl proteases (APs) comprise a family of enzymes involved in numerous of biological processes,
such as: regulation of blood pressure, amyloidoisis, fungi sporulation and hemoglobin digestion by the parasites
responsible for malaria and schistosomiasis. Generally, eukaryotic APs are monomeric and consist of a single
polypeptide chain which forms two similar lobes, with the active site localized between them. This active site is
composed by two conserved Asp-Thr-Gly sequences in all APs. The catalytic mechanisms current accepted for
eukaryotic APs and some experimental evidences about the aspartate protonation, based on X-ray structures,
NMR and neutron diffraction studies, are described in this review.
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Resumo

As aspartil proteases (APs) compreendem uma familia de enzimas
envolvidas em numerosos processos bioldgicos, tais como: regulacado
da pressdo arterial, doenca amildide, esporulacdo de fungos e digestdo
de hemoglobina pelos parasitos causadores da maldria e da
esquistossomose. Em geral, as APs de organismos eucaridticos sdo
monoméricas e consistem de uma Unica cadeia polipeptidica que
forma dois dominios semelhantes, com o sitio ativo localizado entre
eles. Em todas as APs, este sitio ativo encontra-se como duas
seqliéncias conservadas de Asp-Thr-Gly. Os mecanismos cataliticos
atualmente aceitos para APs de eucariotos e algumas evidéncias
experimentais sobre a protonacdo dos residuos de aspartato catalitico,
baseadas em estruturas de raios-X e estudos de RMN e de difracdo de
néutrons, estdo descritos nesta revisdo.
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1. Introdugao

Aspartil proteases (APs) pertencem ao clda AA das
peptidases,’ sendo caracterizadas por empregarem
uma molécula de agua, ativada por dois residuos de
aspartato, como nucledfilo no ataque a ligacdo
peptidica. Sdo todas endopeptidases e sdo
encontradas em organismos tdo diversos quanto
vertebrados, plantas e virus. As APs da familia Al do
cla AA s3ao homologas a pepsina, a qual é amplamente
conhecida por seu papel na digestdo de proteinas de
alimentos no estdmago de vertebrados e por ser a
segunda enzima a ter sido cristalizada.” A grande
maioria das APs pepsina-simile apresenta melhor
atividade catalitica em pH acido, com excecdo da
renina.”? As enzimas pepsina-simile est3o envolvidas
em um grande numero de processos biolégicos, como
na regulacdo da pressao arterial, doenca amildide,
esporulacao de fungos e na digestdao de hemoglobina
pelos parasitos causadores da malaria e da
esquistossomose. Por este motivo, muitas destas
enzimas s3ao atualmente consideradas alvos de
desenho de farmacos.
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. Estudos de reatividade e difragao de raios-X de complexos enzima-inibidor

. Evidéncias experimentais baseadas em estudos de RMN

Grande parte das aspartil proteases de eucariotos
apresenta uma Unica cadeia polipeptidica que forma
dois dominios com enovelamentos semelhantes. O
sitio catalitico estd localizado na juncdo dos dois
dominios e contém dois residuos de acido aspartico
(Asp33 e 215, numeragdo da pepsina), um em cada
dominio da proteina, que sdo mantidos coplanares
por uma rede de ligacGes de hidrogénio conhecida
como fireman’s grip, envolvendo as cadeias principais
e laterais de residuos vizinhos bastante conservados
através da familia Al.

J4 é bem estabelecido que outro membro essencial
do sitio ativo é uma molécula de agua ligada as
carboxilas ativas, sendo uma caracteristica
fundamental de todas as enzimas semelhantes a
pepsina, seus complexos com inibidores e
zimogénios.>* Por outro lado, o estado de protonacdo
dos residuos cataliticos ainda é controverso, apesar
de seu conhecimento ser essencial para um melhor
entendimento do mecanismo catalitico desta
importante classe de enzimas.

Nesta revisdo, faremos inicialmente um breve
resumo dos estudos de cristalografia de raios-X que
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levaram a proposta atualmente aceita para o
mecanismo catalitico de APs de organismos
eucariotos. Em seguida, aprofundaremos a discussdo
sobre a protonagdo dos residuos de aspartato
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S
Pepsina
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(Plasmodium falciparum)
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cataliticos, baseados em estruturas de raios-X de alta
resolucdo e RMN, incluindo evidéncias experimentais
mais recentes provenientes de estudos de difracdo de
néutrons.

Quimosina
(Bos taurus)

Renina
(Homo sapiens)

Figura 1. Exemplos de estruturas obtidas por difracdo de raios-X de aspartil proteases de eucariotos:
endotiapepsina (cddigo PDB 1GVU), plasmepsina Il (codigo PDB 1LF3), quimosina (cédigo PDB 3CMS), renina de
camundongo (cédigo PDB 2SMR) e renina humana (cédigo PDB 214Q). Em destaque na estrutura da pepsina
humana (cddigo PDB 1PS0), o sitio catalitico conservado dessa familia de enzimas (fonte: PDB, Protein Data
Bank)

2. Estudos de reatividade e difragao de
raios-X de complexos enzima-inibidor

Os residuos de acido aspartico pertencentes ao
sitio catalitico de aspartil proteases foram
originalmente identificados pela reagdo com éster
metilico de diazoacetilnorleucina ou DAN’® (1,
Esquema 1) e com 1,2-epdxi-3-(p-nitrofenoxi)propano
ou EPNP® (2, Esquema 1).
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Todas as enzimas da familia Al sdo inibidas por um
peptideo microbiano denominado pepstatina.”® Este
inibidor, inicialmente isolado de actinomicetos por
Umezawa e colaboradores em 1970,10 consiste de um
pentapeptideo hidrofébico que contém duas copias
de um aminodcido ndo natural, denominado estatina
(Sta). Este PB-hidréxi-y-aminoacido foi identificado
como a porgdo estrutural responsavel pela acgdo
biolégica da pepstatina.”"** A hidroxila do primeiro
residuo de estatina liga-se entre os d4tomos de
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oxigénio 62 de ambos rés duos de aspartato (33 e
215), substituindo efetivamente a molécula de agua

LYq

observada nesta posi¢ao das enzimas nativas.
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Esquema 1. Identificacdo dos residuos de acido aspartico do sitio catalitico de aspartil proteases: a) reacdo com
éster metilico de diazoacetilnorleucina ou DAN (1)’ e b) reagdo com 1,2-epéxi-3-(p-nitrofendxi)propano ou EPNP

Sabe-se também que inibidores oligopeptidicos de
aspartil proteases se ligam ao sitio ativo em
conformacbes estendidas com 8-10 residuos de
aminodacidos ocupando o sitio ativo.”* Os inibidores
gue apresentam maior afinidade pelo sitio ativo sdo
aqueles que possuem uma ou duas hidroxilas capazes
de mimetizar o arranjo tetraédrico do estado de
transicdo (Figura 2). Uma das hidroxilas interage
através de uma ligacdo de hidrogénio com ambos os
aspartatos cataliticos na mesma posi¢do que uma
molécula de solvente na enzima nativa,***® e a
maioria dos analogos do estado de transicdo (e.g.
estatina) mimetiza este arranjo.17

Diversos trabalhos utilizaram a ligacdo deste tipo
de inibidor, também conhecido como iséstero do
estado de transicdo (IET), para uma variedade de
aspartil proteases como modelo para o estado de
transicao tetraédrico e para auxiliar na elucidacdo do
mecanismo catalitico.>*”?* Alguns exemplos classicos
de IETs que foram desenvolvidos como inibidores da
renina estdo ilustrados na Figura 2. Todas as
estruturas mimetizam o intermedidrio tetraédrico que
ocorre durante a hidrélise de um dipeptideo. No caso
da estatina, hd um encurtamento de um atomo de
carbono na cadeia principal em relagao ao estado de
transicdo. Isto faz com que as demais cadeias laterais
do inibidor sofram um deslocamento de
aproximadamente 1,5-2,0 A em relacdo as posicdes
esperadas para a porcao C-terminal do inibidor (e.g.,
P1’-P4’).
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Figura 2. Exemplos de isdsteros de estado de
transicao (IET), que mimetizam o intermediario
tetraédrico formado na hidrdlise da ligacdo peptidica
por aspartil proteases

Importantes contribuicbes para a elucidacdao do
mecanismo catalitico de APs surgiram da série de
inibidores baseados no cerne difluoroestatona [StoF,
= acido (5)-4-amino-2,2-difluoro-3-oxo-6-metil-
heptandico] sintetizados pelo grupo de Daniel H.
Rich.”> Previamente, Rich e seus colaboradores
haviam observado que a estatona 4 é menos potente
que o derivado de estatina 3 na inibicdo da pepsina
suina (Figura 3). Posteriormente, através da
elucidacdo estrutural da ligacdo de difluoroestatonas
com a penicilopepsina®® foi demonstrado que a causa
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destes inibidores (e.g. 7) serem cerca de 50 vezes
mais potentes do que estatonas e dez vezes mais
potentes que a respectiva estatina, residia na maior
facilidade de formagao do hidrato 8. Estes hidratos (5
e 8) funcionam como perfeitos andlogos do estado de
transicao, proporcionando alta afinidade de ligagdo as
APs.

> i A
6:X=0H,Y=H K, =10 nM
7:XY=0 K;=1nM

8:X=0H,Y=0H

Figura 3. Estatinas, estatonas e derivados fluorados
com suas respectivas constantes de inibicdo(K;) contra
pepsina suina (3 e 4) e penicilopepsina (6 e 7)

Em 1992, Veerapandian e colaboradores™®

propuseram um mecanismo de acdo de aspartil
proteases (Figura 5), baseando-se na estrutura
cristalografica da endotiapepsina complexada a IETs,
como a substancia CP-81292 (9, Figura 4).

12 Etapa 22 Etapa
H H
RN R u‘f
HJ) R. 0%
H 3
0_‘_ A-\ i ‘OHH
H 'i H

.

R S

Asp32 Asp215 Asp32 Asp215

Sodero, A. C. R. etal.

Tanto Veerapandian e colaboradores®® quanto
Bailey & Cooper (1994)” demonstraram que a
hidroxila presente neste inibidor e em inibidores
semelhantes substitui a molécula de agua encontrada
no sitio catalitico da enzima livre.

F. F H
\)L N\
nBut THO OHQ
9 (CP-81282)

Figura 4. Estrutura de CP-81292

A primeira etapa do mecanismo proposto inicia-se
com o ataque nucleofilico da 4dgua a carbonila da
ligacdo peptidica do substrato (Figura 5). Este ataque
é acompanhado por um rearranjo do proton
carboxilico do Asp33 com o oxigénio da carbonila do
substrato e do ataque ao préton da dgua pelo
oxigénio da carboxila do residuo Asp215, formando
um intermediario tetraédrico.

Na segunda etapa, o intermedidrio gem-diolamina
é formado pela inversdo do nitrogénio e rotacdo de
60° da ligacdo C—N, para que o mesmo fique exposto
para a subsequente protonacdo pelo Asp215 agora
protonado. Este mecanismo®® sugere que o estado de
transicdo é estabilizado pela carga negativa do
residuo de Asp33, baseando-se na capacidade em
formar ligacdo hidrogénio quando comparado ao
residuo de Asp215 em complexo com o intermedidrio
gem-diolamina.
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Note que na passagem da 22 para a 32 etapa ocorre a invers3o do nitrogénio e uma rota¢do de 60° na ligagdo C-N,
orientando assim o orbital contendo o par de elétrons livre do nitrogénio para a captura do préton em Asp215.

Figura 5. Mecanismo catalitico de aspartil proteases proposto por Veerapandian et al. (1992)"
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O Ultimo passo consiste na protonacdo do
nitrogénio do substrato, acompanhada pelo rearranjo
de um dos protons da hidroxila do intermediario gem-
diolamina para o carboxilato do Asp33 e quebra da
ligacdo C—N do intermedidrio. O produto 4acido e a
amina sdo formados e a configuracgdo inicial do centro
catalitico é restaurada, onde o Asp33 estd protonado
e 0 Asp215 estd dissociado.

Na faixa de pH 6timo dessas enzimas é esperado
que os residuos de aspartato compartilhem uma Unica
carga negativa.28 O mecanismo apresentado acima
pressupde que o residuo Asp215 (que age como uma
base) deve estar carregado negativamente, enquanto
0 Asp33 (que age como um acido) deve estar
protonado.”® Adicionalmente, um importante papel
dos residuos adjacentes ao centro catalitico é
preservar este estado dos acidos asparticos.”

Rodriguez e colaboradores® realizaram um estudo
com um substrato peptidico de HIV-1 protease (Ac-
Ser-GIn-Asn-Tyr-Pro-Val-Val-NH,) e propuseram um
mecanismo quimico semelhante ao descrito por
Veerapandian e colaboradores.”* Os resultados
mostraram coeréncia com os dados de cristalografia e
dados cinéticos da enzima.*®*! Durante a ligacdo do
substrato, o residuo de Asp25 interage por ligacdo de
hidrogénio com o oxigénio da carbonila do substrato,
tornando o nitrogénio da prolina carregado. Com isso,
o carbono da carbonila estard acentuadamente
eletrofilico para entdo sofrer o ataque da molécula de
agua. Ou seja, a transferéncia do prdton ocorre do
aspartato protonado para o oxigénio da carbonila
antes do ataque nucleofilico da agua, gerando uma
amida O-protonada.”® Além disso, os autores sugerem
a existéncia de uma ligacdo de hidrogénio de baixa
barreira (LBHB, do inglés Low Barrier Hydrogen Bond,
ver item 6) para a ligacdo O—H—0 entre a carbonilae o
Asp25.

Também foi proposto por Pearl & Blundell (1984),
através de estudos de cristalografia da
endotiapepsina, que um préton é partilhado entre os
acidos asparticos cataliticos, com a carga negativa
deslocalizada em ambos os carboxilatos. Contudo,
guando o substrato se liga a enzima, a simetria local é
guebrada, causando a localizacdo preferencial do
préton em um dos aspartatos cataliticos, o qual sofre
uma rotagao e produz uma ligagdo hidrogénio com a
carbonila do substrato peptidico durante a reacdo.”

Entretanto, os dtomos de hidrogénio ndo podem
ser localizados por analises ordinarias de estruturas
obtidas por difracdo raios-X de proteinas. Dessa
forma, embora os mecanismos descritos baseados em
estruturas cristalograficas fossem consistentes em
termos gerais, faltavam evidéncias experimentais que
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comprovassem o estado de protonag¢do dos grupos do
sitio ativo. Contudo, como veremos a seguir, a
localizagdo dos atomos de hidrogénio no sitio
catalitico de APs pbde ser inferida por estudos de
criocristalografia de raios-X para regides
particularmente bem ordenadas das cadeias
principais e das cadeias laterais."’

3. Estruturas de raios-X de alta resolucao

Uma das caracteristicas principais do mecanismo
proposto por Veerapandian et al. (1992)* é o estado
de protonacdo dos residuos de acido aspartico do sitio
catalitico ligados ao intermedidrio tetraédrico. A
cristalografia de raios-X de alta resolucdo fornece uma

alternativa para a definicdo dos estados de
protonacdo de carboxilatos. Grupos carboxilicos
neutros  apresentam diferencas  entre  os

comprimentos de ligagdo C—OH e C=0 (1,33 e 1,21A,
respectivamente) enquanto carboxilatos ionizados
apresentam comprimentos de ligagdo C-O iguais
(1,28A) devido a simetria deste grupo.13'17'28 Contudo,
esta analise é complicada quando as regides sdo
desordenadas e apresentam altos fatores de
temperatura. Além disso, os atomos de hidrogénio
envolvidos em LBHBs estardo distribuidos entre duas
posicbes, distantes c.a. 0,5 A, podendo apresentar
fatores de temperaturas aparentes altos.

Em 1987, foi proposto o envolvimento da
transferéncia de um préton entre os oxigénios
internos da carboxila da diade catalitica no
mecanismo de catdlise.®* Entretanto, estudos de
estruturas de alta resolucdo da endotiapepsina
complexada a andlogos do estado de transicdao
demonstraram que ambos os d4cidos asparticos
cataliticos apresentam diferengas significativas no
comprimento de ligagdo C-0, caracteristico de grupos
carboxilicos protonados. Este resultado indica apenas
duas possiveis posicdes para o préton nos residuos de
acido aspartico catalitico. Estes podem estar
posicionados no oxigénio interno do Asp33 ou no
oxigénio externo do Asp215. A presenca do préton
nas demais posi¢cdes (i.e., no oxigénio externo do
Asp33 ou no oxigénio interno do Asp215) ndo é
possivel, pois estas estdo muito distantes para formar
ligacdes de hidrogénio com a hidroxila do inibidor."

O refinamento da estrutura de trés complexos com
inibidores baseados na estrutura da estatina
forneceram resultados sobre o comprimento de
ligacdes muito semelhantes.” Segundo os autores, o
residuo de Ser36 forma uma LBHB com o oxigénio
externo de Asp33 (distancia de c.a. 2,6 A). Outra
provavel LBHB seria formada entre o oxigénio interno
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de Aps33 e a hidroxila do grupo estatina do inibidor.
Para uma maior discussao sobre LBHBs em aspartil
proteases, ver item 6.

Além disso, outros estudos de resolugdo atomica
da endotiapepsina sugeriram que a distribuicdo de
carga no centro catalitico na auséncia de substrato é
simétrica - um efeito predito anteriormente por Pearl
& Blundell em 1984, mas n3o demonstrado até
entdo. Contudo, vale destacar que o comprimento de
ligacdo pode ser influenciado pelos fatores de
temperatura dos dtomos envolvidos e, além disso, é
improvavel que ambos os acidos asparticos estejam
protonados devido a proximidade entre os grupos
carboxilicos.””  No complexo enzima-substrato,
assume-se que os protons da molécula de agua sao
orientados em direcao aos dois aspartatos de forma a
gue os pares de elétrons livres dos oxigénios da agua
estejam dirigidos para o substrato, favorecendo o
ataque nucleofilico.®

4. Evidéncias experimentais baseadas em
estudos de RMN

Complementando os estudos de cristalografia de
raios-X, importantes estudos de RMN foram
realizados no intuito de elucidar o mecanismo
catalitico de aspartil proteases. Em 1982, Rich et al.”?
utilizou um inibidor contendo uma fun¢do cetona
como analoga do estado de transicdo e sugeriu que
esta substancia se liga a enzima de forma semelhante
ao intermedidrio gem-diolamina. Além disso, outros
estudos demonstraram que o mecanismo catalitico
das aspartil proteases envolve um intermediario que
se liga de forma n3o-covalente a enzima.*

Em 1991, um estudo cinético utilizando RMN de
0 confirmou o mecanismo de multiplas etapas e
simultaneamente sugeriu que o Ultimo passo, isto &, a
cisdo da gem-diolamina seria a etapa lenta da
reacdo.*

Cosgrove et al.®* realizaram um estudo em 1997,
envolvendo a pepsina e inibidores glioxais. Concluiu-
se que o principal papel das ligacdes de hidrogénio
para os intermediarios tetraédricos em aspartil
proteases é orientar corretamente este intermediario
para que ocorra a reagdao. Os autores ndo
encontraram evidéncias sobre a existéncia das LBHBs
na formacdo dos complexos entre a enzima e os
inibidores. Entretanto este assunto é bastante
controverso. Coates et al.”* sugeriram a ocorréncia de
LBHBs através de estudos de 'H-RMN. Para mais
detalhes, ver item 6.
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5. Estudos de difragdao de néutrons

Cristalografia de proteinas por difracdao de
néutrons é realizada em amostras embebidas em D,0
para permitir a troca de hidrogénio por deutério. Este
ultimo pode ser observado na difragdao de néutrons,
indicando a posicdo do préton no complexo.”” Desta
forma, esta técnica consiste em uma poderosa
ferramenta na andlise por raios-X, pois possibilita
apontar detalhes nas posicbes dos datomos de
hidrogénio, além de revelar a estrutura do
solvente.”***®  Esta habilidade em visualizar e
discriminar dtomos de hidrogénio é de grande valor
no estudo de mecanismos enzimaticos e o trabalho de
Kossiakoff & Spencer (1980) foi pioneiro nesta area.>’

A primeira evidéncia experimental para o
mecanismo de aspartil proteases surgiu através de
estudos de difragdo de néutrons com cristais de
endotiapepsina ligada ao inibidor H271.'%® Este
inibidor apresenta um IET, o grupo hidroéxietileno (-
CH(OH)CH,-), que mimetiza um dos grupamentos
hidroxila do intermedidrio tetraédrico e substitui a
molécula de dgua localizada no centro catalitico da
enzima nativa.

Figura 6. Estrutura do sitio catalitico da
endotiapepsina complexada ao inibidor analogo ao
estado de transicdo H271, obtida por difragdo de
néutrons (fonte: PDB, Protein Data Bank, cédigo
1GKT)*®

O resultado da cristalografia por difracdo de
néutrons’’ mostrou uma densidade diferente para os
atomos de deutério na hidroxila do inibidor e no
oxigénio externo da carboxila de Asp219 (Figura 6). A
hidroxila parece formar uma ligacdo de hidrogénio
curta com o oxigénio externo do residuo de Asp219,
indicando que o préton (assinalado pela posicdo do
deutério) deve se localizar entre estes atomos, o que
permitiria a formacdo de uma ligacdo de hidrogénio."

Rev. Virtual Quim. |Vol 1| |No.2| |128-137|



Sodero, A. C. R. etal.

Este estudo forneceu a primeira evidéncia
experimental direta apoiando a distribuicao de
atomos de hidrogénio presentes no sitio catalitico da
enzima no estado ligado ao intermediario tetraédrico,
tal como aparece no mecanismo proposto por
Veerapandian et al. (1992)."®

Recentemente, Coates e colaboradores®

realizaram um estudo de difracdo de néutrons da
endotiapepsina complexada ao inibidor gem-diol PD-
136041, demonstrando que o residuo de Asp215
apresenta o oxigénio externo protonado e que o
Asp33 se encontra carregado e possivelmente
fazendo uma LBHB com a hidroxila mais externa do
grupamento gem-diol do inibidor.”® Este resultado
confirma aqueles obtidos pelo autor em 2001."

6. LigagOes de hidrogénio de baixa
barreira

Ligagdes de hidrogénio com distancias menores
que 2,5 A s3o denominadas “Ligacdes de Hidrogénio
de Baixa Barreira” (LBHB). A proximidade entre os
atomos doadores e aceptores reduz a barreira de
energia que normalmente previne a transferéncia do
atomo de hidrogénio do grupo doador para o grupo
receptor, o que facilita a troca rapida do préton entre
esses grupos.”®® Duas caracteristicas peculiares
distinguem as LBLH das ligacbes de hidrogénio
normais: a curta distdncia entre grupos doadores e
aceptores, conforme determinada por cristalografia
de raios-X* e o sinal tipico detectado pelo ‘H-RMN
entre 16 e 21ppm.13'28

Com base no conceito de LBHB, Northrop* prop6s
um mecanismo catalitico para APs cuja principal
caracteristica é a presenca de estrutura ciclica de 10
membros envolvendo os oxigénios externos dos
aspartatos cataliticos na etapa inicial de protélise da
agua.” Acredita-se que a alta penalidade entrépica
para a formacdo deste anel é compensada pela
estabilizacdo trazida pela formacdo da LBHB.
Northrop também sugeriu uma etapa de isomerizagao
final que retorna a enzima ao estado em que se forma
a LBHB.* Contudo, a estrutura proposta para a forma
da enzima ligada ao intermedidrio tetraédrico neste
mecanismo mostrou-se incompativel com os dados
mais recentes de difracdo de néutrons, conforme ja
descrito.

Rodriguez et al.”® sugeriram a existéncia de LBHBs
para a formagcdo dos complexos enzima-
interemediario durante o mecanismo de catalise.”
Coates et al.® também apresentaram a hipé6tese da
ocorréncia de LBHBs entre os carboxilatos cataliticos
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da endotiapepsina complexada a diversos inibidores,
devido a presenca de inUmeros picos entre a regido
de 15,5 e 18,5 ppm no espectro de RMN-'H.
Contudo, estes resultados foram criticados por
Cosgrove et al.**, que n3o detectaram nenhum sinal
acima de 15 ppm, sugerindo que este tipo de
interacdo ndo é formado no complexo pepsina-
pepstatina.>* Segundo os autores, a auséncia deste
tipo de interacdo indica que a catalise pela pepsina
ocorre por um mecanismo concertado envolvendo um
intermedidrio neutro. Logo, o aduto tetraédrico
neutro forma ligacdes de hidrogénio mais fracas que
aquelas envolvendo grupos carregados.

7. Conclusoes

Embora a pepsina tenha sido uma das primeiras
proteinas cuja  estrutura  tridimensional foi
desvendada ao nivel atébmico, os detalhes de seu
mecanismo catalitico, e das aspartil proteases em
geral, permanecem alvo de intensa investigacao.
Algumas evidéncias experimentais ja foram
alcancadas, mas muitas contradicdes ainda sdo
encontradas, principalmente em relagdo a existéncia
das LBHBs. Vale ressaltar que o mecanismo catalitico
proposto por Veerapandian et al. em 1992, teve
algumas de suas principais caracteristicas confirmadas
somente 10 anos mais tarde por Coates e
colaboradores’’ em um estudo de difracdo de
néutrons.”*8

Conforme descrito brevemente nesta revisdo, ha
uma quantidade razodvel de dados experimentais que
mostram que o estado de protonacdo da enzima livre
é alterado mediante a ligacao do substrato ou de IETs.
Desta forma, o mecanismo de agdo consistente com a
maioria dos dados disponiveis € um em que um dos
residuos de aspartato cataliticos atua como
acido/base geral, ou seja, atuando num primeiro
momento do ciclo catalitico como uma base e num
segundo momento como um acido (o termo "geral" é
para distinguir de estratégias cataliticas que utilizam
uma molécula de 4d&gua, especificamente, como
doador/aceptor de prdtons). A caracteristica chave
deste mecanismo é a ativagdo da molécula de agua
por um dos aspartatos e subsequente protonacdo do
nitrogénio do grupo de saida, enquanto que o outro
aspartato, protonado, faz uma forte ligacdo de
hidrogénio com o oxigénio da carbonila do substrato,
onde uma carga negativa se desenvolve.

Entretanto, é cada vez mais clara a nogcdo de que
enzimas diferentes da familia da pepsina podem
apresentar pequenas, porém importantes variacdes
deste mecanismo geral. Como se isso ndo fosse
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motivo de controvérsia suficiente, ha indicacGes de
que diferentes ligantes podem induzir diferentes
estados de protonacdo do sitio ativo.*?

Toda essa diversidade abre um campo fértil na
fronteira da pesquisa em biologia estrutural e quimica
medicinal, pois a elucidacdo detalhada da catdlise
realizada por APs pepsina-simile é de alta relevancia
para o desenvolvimento de inibidores, muitos dos
guais podem ser potenciais farmacos para o
tratamento de doencas infecciosas, como malaria e
esquistossomose, ou doengas degenerativas, como
Alzheimer.
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