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RESUMO 

 

SILVA, R. N. Síntese e ensaio de análogos estruturais de prolina no estudo da interação 

com trombina. 2013. 82 f. Dissertação (Mestrado em Biotecnologia) – Instituto de Ciências 

Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2013. 

 

A trombina é uma serino peptidase que atua como o principal agente da cascata de 

coagulação, exibindo propriedades pró-coagulantes, assim como propriedades anticoagulantes 

e antifibrinolíticas. A atividade de trombina pode ser inibida pela ligação de inibidores aos 

seus três domínios: o sítio ativo e seus dois exosítios. O desafio deste trabalho foi o emprego 

de aminoácidos não naturais que pudessem ser reconhecidos por trombina e proporcionassem 

resistência à hidrólise quando inseridos em uma determinada sequência peptídica, gerando 

inibidores de alta afinidade. Dentre os 20 L-aminoácidos naturais codificados, a prolina é o 

único aminoácido capaz de conferir restrição conformacional ao peptídeo ao qual está 

inserida, além de ser reconhecida como sítio de hidrólise por um subgrupo de peptidases 

muito específicas denominadas prolil-peptidases. Rotas sintéticas foram empregadas no grupo 

funcional ligado ao carbono da posição 4 do anel pirrolidínico da trans-4-hidroxi-L-prolina 

para a obtenção de quatro análogos de prolina com amino e guanido grupos nesta posição e 

isomeria espacial cis e trans. Adicionalmente, a 4-guanidino fenilalanina, por possuir 

características de aromaticidade e caráter catiônico, foi comparada com os análogos de prolina 

em todos os ensaios realizados. Estes aminoácidos foram empregados na síntese de análogos 

de bivalirudina. Entre os inibidores de trombina atualmente disponíveis no mercado, a 

bivalirudina caracteriza-se estruturalmente como um inibidor de 20 aminoácidos que pode ser 

clivado na posição Arg-Pro e que tem elementos que interagem com o sítio ativo e o exosítio 

I, apresentando uma constante de inibição entre 1,9 ─ 2,3 nM. Para uma prévia verificação da 

interação dos análogos gerados com o sítio ativo de trombina, foi realizada uma simulação 

computacional por docking molecular com cada um dos análogos. Ensaios de inibição 

competitiva e de agregação plaquetária demonstraram que os análogos apresentam atividade 

inibitória e são resistentes à hidrólise quando incubados com trombina humana. Entre os 

análogos de prolina sintetizados, o peptídeo contendo a trans-4-guanidino-L-prolina destacou-

se dos demais nos ensaios de inibição competitiva, com uma constante de inibição de 168 nM. 

Entretanto, o peptídeo sintetizado com o aminoácido 4-guanidino-L-fenilalanina apresentou a 

melhor atividade inibitória em comparação com os análogos de prolina, com uma constante 

de inibição de 6,2 nM. Estes análogos de bivalirudina podem, em futuros trabalhos, ter seu 

efeito inibitório potencializado através de novas modificações nos grupos funcionais ligados 

aos análogos de prolina. Novas modificações ainda podem ser realizadas para a obtenção de 

análogos não peptídicos no desenvolvimento de inibidores de trombina administrados por via 

oral. 

 

Palavras-chave: Aminoácidos. Análogos de prolina. Bivalirudina. Inibidores de trombina. 

Peptídeos. Resistência à hidrólise.   

 

 

 

  



 

ABSTRACT 

 

SILVA, R. N. Synthesis and assay of structural analogues of proline in the study of 

interaction with thrombin. 2013. 82 p. Dissertation (Masters thesis in Biotechnology) – 

Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2013. 

 

Thrombin is a serine peptidase that acts as the main agent of the coagulation cascade, with 

procoagulant properties as well as anticoagulant and antifibrinolytic properties. The activity 

of thrombin can be inhibited by the binding of inhibitors to its three domains: the active site 

and its two exosites. The challenge of this work was the use of unnatural amino acids that 

could be recognized by thrombin and confer hydrolysis resistance when inserted in a given 

peptide sequence, generating high-affinity inhibitors. Among the 20 natural L-amino acids 

encoded, proline is the unique amino acid able to confer conformational constraint to the 

peptide wherein is inserted, and is recognized as a site of hydrolysis by a highly specific 

subgroup of peptidases denominated prolyl- peptidases. Synthetic routes were employed in 

the functional group attached to the carbon in position 4 of the pyrrolidinic ring of trans-4-

hydroxy-L-proline to obtain four proline analogues containing amino and guanidino groups in 

this position with cis and trans spatial isomerism. Additionally, the 4-guanidino 

phenylalanine, known by possess characteristics of aromaticity and cationic character, was 

compared with the analogues of proline in all tests. These amino acids were employed in the 

synthesis of bivalirudin analogues. Among the thrombin inhibitors presently available on the 

market, bivalirudin is structurally characterized as an inhibitor of 20 amino acids that can be 

cleaved at Arg-Pro position and has elements that interact with the active site and exosite I, 

presenting an inhibition constant between 1.9 ─ 2,3 nM . For a preview check of the 

interaction between the analogues generated with the active site of thrombin, a computer 

simulation was performed by molecular docking with each analogue. Assays of competitive 

inhibition and platelet aggregation have demonstrated that the analogues present inhibitory 

activity and resistance to hydrolysis when incubated with human thrombin. Among the 

proline analogues synthesized, the peptide containing trans-4-guanidino-L-proline stood out 

from the others in competitive inhibition assays, with an inhibition constant of 168 nM. 

However, the synthesized peptide with the amino acid 4-guanidino-L-phenylalanine presented 

the highest inhibitory activity in comparison to proline analogues, with an inhibition constant 

of 6,2 nM. In future works, these analogues of bivalirudin may have the inhibitory effect 

improved through new changes in the functional groups attached to the proline analogues. 

Furthermore, modifications can be made to obtain non-peptide analogues in the development 

of thrombin inhibitors administered orally. 

 

Keywords: Amino acids. Analogues of proline. Bivalirudin. Thrombin inhibitors. Peptides. 

Hydrolysis resistance. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os aminoácidos não naturais têm sido, há muitos anos, empregados em pesquisa e no 

desenvolvimento de novas moléculas e em especial na inibição de peptidases e na interação 

com diversos tipos de receptores (IIZUKA et al., 1988; LEONARD et al., 1965). Alguns 

destes aminoácidos não naturais são capazes de conferir restrição conformacional 

(“constrained amino acids”) nos peptídeos aos quais estão incorporados, além de mimetizar 

aminoácidos naturais e propiciar diferentes modos de interação com alvos moleculares. Estes 

aminoácidos têm sido largamente utilizados para o entendimento da interação de peptídeos 

com proteínas e receptores (O’REILLY et al., 2012). Casos clássicos como a síntese de 

agonistas e antagonistas de gonadorelina humana e desenvolvimento de análogos de 

encefalina são exemplos que se apoiam na utilização desta estratégia (HRUBY et al., 2002). 

O uso de aminoácidos não naturais é uma parte integrante do repertório de 

desenvolvimento de peptídeos miméticos. O emprego desta metodologia, com ou sem o apoio 

de modelos in silico, é parte do arsenal de desenvolvimento de novas moléculas largamente 

empregado na pesquisa acadêmica e farmacêutica. O uso de aminoácidos não naturais em 

inibidores de calicreína tecidual humana explorado por Melo et al. (2001) permitiu o 

desenvolvimento de uma interessante série de inibidores por esta estratégia. 

Outro aspecto importante a ser realçado no emprego destes aminoácidos é o seu efeito 

na conformação global do peptídeo no qual está inserido. Este aspecto reflete-se nos ângulos 

de torção. Considerando-se que as características da estrutura ou do “backbone” de um 

peptídeo são afetadas pelos ângulos de torção , ,  e  então estes ângulos controlam o 

espaço conformacional do peptídeo (BARRETT; ELMORE, 1998). A substituição de 

aminoácidos não naturais em sequências peptídicas reconhecidas por determinados alvos 

moleculares podem resultar em variações na atividade biológica devido a demandas estéricas 

ou mudanças conformacionais resultantes da interação dos análogos com o alvo em questão 

(MAGAFA et al., 2010). A prolina distingue-se por ser um alfa aminoácido natural capaz de 

conferir rigidez ao ângulo de torção  (chi) (GIBSON et al., 1999). Portanto, os análogos 

estruturais de prolina deste projeto partilham estas características sendo interessantes na 

geração de moléculas com características estruturais distintas. 
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1.1 Análogos de prolina 

 

Dentre os vinte alfa-aminoácidos naturais codificados pelo DNA humano, a prolina é 

o único capaz de restringir conformação em peptídeos e proteínas. Em ligações peptídicas, 

aminoácidos naturais predominantemente formam ligações com isomeria trans, com exceção 

da prolina, que é capaz de formar ligações cis (BREZNIK et al., 2001). Sua estrutura cíclica 

de cinco membros constringe o ângulo  à -65º+/-15º, impedindo a formação de alfa hélices e 

favorecendo a formação de folhas beta (GENTILUCCI; DE MARCO; CERISOLI, 2010). 

Além disso, cálculos de energia sugerem que a barreira de energia de ativação para a 

isomerização cis/trans é menor para a prolina: 13 kcal/mol, comparado com 20 kcal/mol em 

outras ligações peptídicas (MACARTHUR; THORNTON, 1991). 

Na biossíntese de aminoácidos, a prolina é um derivado cíclico do glutamato, sendo 

que, na primeira etapa de síntese, o ATP reage com o grupo carboxila do glutamato, formando 

um acil-fosfato, que é reduzido por NADPH ou NADH. Como intermediário, é produzido o γ-

semialdeído do glutamato, que espontaneamente é ciclizado e novamente é reduzido para 

produzir prolina (NELSON; COX, 2011). 

A capacidade de hidrólise, por peptidases, da ligação de prolina a outros aminoácidos 

fica restrita a enzimas específicas, tais como as prolil-peptidases que, embora amplamente 

distribuídas, são mais abundantemente encontradas no tecido nervoso de animais superiores 

(GEISS-FRIEDLANDER et al., 2009). 

A inserção de grupos funcionais aos carbonos da cadeia lateral de prolina pode gerar 

aminoácidos com simetria cis ou trans dependendo da rota sintética empregada. Esta simetria 

cis ou trans pode ser de grande valor para um correto posicionamento dos grupos substituintes 

frente a um alvo molecular de interesse (SUGASE et al., 2004). Assim, análogos estruturais 

de prolina contendo diferentes substituintes ligados a sua cadeia lateral são uma interessante 

ferramenta para o desenvolvimento de peptídeos miméticos com restrição conformacional. 

Como ponto de partida para os aminoácidos não naturais estudados neste trabalho, foi 

utilizado um análogo natural de prolina, a trans-4-hidroxi-L-prolina, um alfa aminoácido 

natural que possui na posição 4 do seu anel pirrolidínico um grupo álcool que pode ser 

modificado quimicamente para a obtenção de uma interessante série de análogos (figura 1). 
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Figura 1 - Estrutura química da L-prolina e da trans-4-hidroxi-L-prolina 

 

 

 

 

 

 

 

(*) carbono assimétrico. (A) L-Prolina. (B) trans-4-hidroxi-L-prolina. 

Fonte: Modificado de Remuzon (1996) 

 

Em 1902, Hermann Emil Fisher isolou a hidroxiprolina da gelatina e em 1905 foi 

sintetizada pela primeira vez por Hermann Leuchs (GAUDRY; GODIN, 1954). O colágeno é 

a proteína encontrada em maior abundância no corpo humano e distingue-se quimicamente de 

outras proteínas devido seu alto teor de hidroxiprolina (PATCHETT; WITKOP, 1957). No 

colágeno, os resíduos de hidroxiprolina desempenham a fundamental função de conferir 

estabilidade conformacional à tripla hélice da proteína (JENKINS et al., 2003). 

A trans-4-hidroxi-L-prolina possui dois centros quirais com funções bem versáteis 

(álcool e ácido carboxílico) e um imino grupo básico, o que possibilita uma boa variedade de 

modificações sintéticas para a obtenção de moléculas com diferentes isomerias. A conversão 

do grupo 4-hidroxi em um bom grupo de saída como tosila, fornece a oportunidade de uma 

troca direta por uma boa variedade de nucleófilos (REMUZON, 1996). Portanto, neste projeto 

a trans-4-hidroxi-L-prolina foi empregada como estrutura precursora para toda a série de 

aminoácidos não naturais descritos. 

A obtenção da coleção de moléculas representadas na figura 2 é descrita por diferentes 

rotas na literatura e elas ainda não foram reunidas, de forma sistemática, para o estudo de 

inibidores de peptidases (SUGASE et al., 2004; TAMAKI; HAN, HRUBY, 2001; WEBB; 

EIGENBROT, 1991). Tamaki, Han e Hruby (2001) desenvolveram rotas sintéticas 

alternativas para a obtenção de 4-aminoprolinas e 4-guanidinoprolinas com isomeria cis e 

trans. O processo inicial envolve a obtenção dos precursores para a síntese dos análogos cis e 

trans a partir da trans-4-hidroxi-L-prolina. 
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Figura 2 – Aminoácidos não naturais análogos de L-prolina com isomeria cis/trans 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A)  -N
α
-Fmoc-cis -4-N-Boc-amino-L-prolina. (B) N

α
-Fmoc-cis-4-N,N’-di-Boc-guanidino-L-prolina. (C) N

α
-

Fmoc-trans-4-N-Boc-amino-L-prolina. (D) N
α
-Fmoc-trans-4-N,N’-di-Boc-guanidino-L-prolina. 

Fonte: Modificado de Tamaki, Han e Hruby (2001) 

 

Uma vez obtidas as moléculas precursoras, para ambas as conformações, múltiplos 

passos reacionais são empregados na geração dos aminoácidos não naturais. O precursor dos 

aminoácidos com isomeria trans é obtido através da reação de Mitsunobu, mediante 

mecanismos de substituição do tipo SN2. Estes aminoácidos são protegidos com o grupo 

Fmoc (fluorenilmetoxicarbonil) para seu adequado emprego na síntese de peptídeos em fase 

sólida (SUGASE et al., 2004; TAMAKI; HAN, HRUBY, 2001; WEBB; EIGENBROT, 

1991). 

Zanuy et al. (2009) publicaram o emprego dos análogos da figura 3 com n= 2 e 3. A 

ideia foi promover resistência contra a degradação proteolítica de um pentapeptídeo (Cys-

Arg-Glu-Lys-Ala) e a análise realizada levou a um peptídeo com uma flexibilidade 

significativamente menor, com uma energia de conformação mais baixa e alta similaridade 

com a conformação bioativa do pentapeptídeo. Este é um pentapeptídeo de endereçamento 

para tumores de mama que pode servir para tratamento e diagnóstico (SIMBERG et al., 

2007). Zanuy et al. (2009) realizaram estudos in silico e o resultado da troca de arginina por 

estes análogos in vitro ainda não foi publicado.  
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Figura 3 - Análogos de L-lisina e L-arginina 

 

(*) carbono assimétrico no qual as conformações cis e trans são obtidas dependendo da rota sintética empregada. 

Fonte: Modificado de Zanuy et al. (2009) 

 

Trabalhos descritos na literatura têm obtido êxito empregando estruturas com base no 

anel pirrolidínico de prolina para a obtenção de inibidores de enzima conversora de 

angiotensina I (como captopril, enalapril, ramiprilat), antibióticos (como ceftazidine), 

inibidores de trombina entre outras classes terapêuticas (HANESSIAN et al., 2008). 

QU et al. (2009) desenvolveram outro trabalho interessante, que ilustra o recente 

emprego destes análogos com n = 0 (figura 3) para a geração de análogos de gama-MSH, um 

neuropeptídeo encontrado em fibras nervosas assim como em granulócitos neutrofílicos da 

pele humana, sendo envolvido na patogênese da hiperpigmentação pós-inflamatória e 

melanomas (SLOMINSKI et al., 1992). Estes análogos são testados com receptores de 

melanocortina sendo possível selecionar estruturas de razoável seletividade entre os 4 

receptores testados.  

Outro emprego a ser citado foi obtido no desenho racional de antagonistas de 

receptores nicotínicos de acetilcolina pela geração de análogos de prolina em peptídeos 

miméticos de -Conotoxina, sendo que, análogos de prolina com substituintes aromáticos ou 

hidrofóbicos apresentaram moderada atividade antagonista no receptor (ARMISHAW et al., 

2009). 

Portanto, análogos de prolina têm sido empregados em diversos trabalhos no 

desenvolvimento de moléculas bioativas. Por serem aminoácidos restritores conformacionais 

e terem funções aceptoras de prótons em seu grupo funcional posicionado no carbono 4, os 

análogos de prolina apresentados na figura 2 foram empregados neste presente trabalho para o 

desenvolvimento de inibidores de trombina, com o propósito de se obter peptídeos resistentes 

à hidrólise, além de serem reconhecidos por trombina. 
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1.2 L-4-guanidino-fenilalanina 

 

 A L-4-guanidino-fenilalanina (Gnf) é um aminoácido não natural análogo de 

fenilalanina com caráter básico em sua cadeia lateral (figura 4). O produto é originado a partir 

da para-nitro-fenilalanina, que após a proteção de seu alfa amino grupo é reduzida para a 

conversão do nitro grupo a amino grupo e o produto resultante é reagido com um agente 

guanidizante, como o “1-guanidino-3,5-dimethylpyrazole nitrate” (RIGBI et al., 1978). 

 

Figura 4 – Estrutura do Gnf (L-4-guanidino-fenilalanina) 

H2N
CH OH
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Fonte: Modificado de Rigbi et al. (1978) 

 

 Wysocka et al. (2007) desenvolveram substratos cromogênicos para catepsina G e 

entre os aminoácidos não naturais testados o Gnf destacou-se com o maior valor de constante 

de especificidade (kcat/Km), demonstrando ser o substrato mais ativo. 

 Melo et al. (2001) observaram que o Gnf, quando inserido em sequências peptídicas 

de substratos reconhecidos por calicreína tecidual humana, é capaz de conferir resistência à 

hidrólise. Por possuir esse histórico de resistência à hidrólise e ter caráter básico em sua 

cadeia lateral, o Gnf, preparado previamente para outros estudos pelo Dr. Robson Lopes de 

Melo, foi testado e comparado com os análogos de prolina. 

 

1.3 Trombina 

 

 As peptidases desempenham funções essenciais nos organismos vivos. Os eventos 

dessa classe de enzimas são fundamentais nos processos de ovulação, fertilização, 

desenvolvimento embrionário, formação óssea, desenvolvimento neuronal, apresentação de 

antígenos, regulação do ciclo celular, cicatrização, angiogênese e apoptose (LÓPEZ-OTÍN; 

BOND, 2008; PUENTE et al., 2003). No passado costumava-se pensar que algumas enzimas 

dessa classe, as “proteinases”, hidrolisavam somente moléculas de alta massa molecular e 

outras eram responsáveis por hidrolisar apenas moléculas pequenas. Entretanto, no decorrer 

do tempo foi observado que a massa molecular do substrato não é relevante e que a interação 
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das peptidases é determinada pela especificidade de seu centro de catálise (DIXON; WEBB, 

1979).  De acordo com o mecanismo de catálise, as peptidases podem ser classificadas em 

seis classes: aspártico, glutâmico, metalo, cisteíno, serino e treonino peptidases (LÓPEZ-

OTÍN; BOND, 2008). 

 Mais de um terço de todas as peptidases conhecidas são serino peptidases. Acima de 

26000 serino peptidases são agrupadas em clãs baseados no mecanismo catalítico e famílias 

com ancestralidade em comum (BARRETT; RAWLINGS, 1995; PAGE; DI CERA, 2008). 

Entre todas as peptidases, a classe das serino peptidases foi uma das primeiras a ser estudada 

extensivamente e originalmente é distinta das demais por sua tríade catalítica com os resíduos 

Asp-His-Ser. Posteriormente, novas serino peptidases foram descobertas com diferentes 

tríades ou díades catalíticas, tais como Ser-His-Glu, Ser-Lys/His e His-Ser-His (BEYNON; 

BOND, 2001; HEDSTROM, 2002; PERONA; CRAIK, 1995). As serino peptidases 

participam de importantes processos fisiológicos, como digestão (tripsina, quimotripsina), 

respostas imunes (fatores de complemento B, C e D), coagulação sanguínea (fatores IIa, VIIa, 

IXa, Xa, XIIa), fibrinólise (uroquinase, ativador tecidual de plasminogênio, plasmina, 

calicreína) e reprodução (acrosina) (PAGE; DI CERA, 2008; POLGÁR, 2005). 

 Sendo a última peptidase da cascata de coagulação, a trombina (figura 5) pertence à 

classe das serino peptidases e sua estrutura é composta por uma cadeia de 36 resíduos (cadeia 

A), interligada covalentemente por ponte dissulfeto a uma cadeia maior de 259 resíduos 

(cadeia B). Além da ligação covalente entre os resíduos Cys1 e Cys122, as cadeias A e B são 

interligadas por pontes de hidrogênio e grupos carregados das cadeias laterais dos resíduos 

(BODE; TURK; KARSHIKOV, 1992; BUTKOWSKI et al., 1977).  

 

Figura 5 – Estrutura tridimensional da α-trombina humana em complexo covalente com D-               

Phe-Pro-Arg-clorometilcetona 

 

 

 

 

 

 

 

A figura demonstra a estrutura da α-trombina humana (código PDB: 1PPB) em complexo covalente com o 

inibidor d-Phe-Pro-Arg-clorometilcetona (modelo de bastão). A cadeia A é representada em vermelho, a cadeia 

B em cinza e o íon de Na
+
 como uma esfera amarela. 

Fonte: Modificado de Bode; Turk e Karshikov (1992) 
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Em seu bolsão de especificidade S1 destaca-se a presença do resíduo Asp189 devido o 

seu caráter ácido e especificidade no reconhecimento de resíduos de arginina na posição P1, 

segundo a nomenclatura de Schechter e Berger (KIKELJ, 2004). A nomenclatura de 

Schechter e Berger foi introduzida em 1967 e seu sistema designa os resíduos dos 

aminoácidos pertencentes ao substrato que se ligam em subsítios da enzima. 

Convenientemente, os subsítios na peptidase são chamados S (subsítios) e os resíduos de 

aminoácidos do substrato são chamados P (para peptídeo). Os resíduos de aminoácidos do 

lado N-teminal da ligação peptídica do substrato que é hidrolisada pela peptidase são 

numerados Pn, P(n-1), ..., P3, P2, P1 e os resíduos do lado C-terminal são numerados P1', P2', 

P3', ..., P(n-1) ', Pn'. Durante a hidrólise, o substrato é clivado pela peptidase entre os resíduos 

P1-P1'. Os subsítios na peptidase que complementam os resíduos do substrato ligado são 

numerados Sn, S(n-1), ..., S3, S2, S1, S1',S2', S3', ..., S(n-1) ', Sn' (SCHECHTER; BERGER, 

1967). 

Na entrada do sítio ativo de trombina, localiza-se o resíduo Glu192, responsável pela 

especificidade no reconhecimento de ligantes que interagem com trombina (BODE, 2006). 

Além disso, sua estrutura é composta por mais dois exosítios de caráter básico. O exosítio I 

desempenha fundamental importância no reconhecimento de fibrinogênio e o exosítio II é 

conhecido como o sítio de ligação de heparina (HUNTINGTON, 2005). 

A especificidade do centro de catálise da trombina é determinada entre os subsítios S3 

ao S'3. Sendo uma arginil-hidrolase, a arginina é praticamente essencial no sítio primário (P1) 

enquanto que prolina é preferido na posição P2 e serina em P'1. Um estudo sistemático das 

interações dos subsítios S'2-P'2 e S'3-P'3 mostra que S'2 tem marcada preferência por 

aminoácidos hidrofóbicos de cadeia aromática (fenilalanina) e S'3 por aminoácidos carregados 

positivamente, enquanto que o ácido aspártico nas duas posições (P'2 e P'3) gera inibidores da 

enzima (LE BONNIEC et al., 1996). 

Na via extrínseca da cascata de coagulação, a geração de trombina inicia-se quando o 

rompimento da integridade vascular possibilita o contato dos fatores de coagulação do plasma 

com o fator tecidual extracelular, uma proteína presente no tecido subendotelial. Em 

contrapartida, na via intrínseca a geração começa quando o complexo de cininogênio de alto 

peso molecular e pré-calicreína circulante no plasma liga-se ao fator XII, permitindo uma 

ativação mútua e a subsequente ativação dos demais fatores da cascata de coagulação. Após a 

iniciação do processo de coagulação por sua via intrínseca/extrínseca, uma série de 

zimogênios são convertidos em suas formas ativas por precursores da cascata de coagulação 

(DAVIE; FUJIKAWA; KISIEL, 1991; MÜLLER-ESTERL; IWANAGA; NAKANISHI, 
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1986; WOLBERG, 2007), a ativação do fator V por trombina ocorre através da clivagem 

proteolítica nos resíduos Arg709 e Arg1545 e o fator VIII é ativado pela clivagem nos 

resíduos Arg372, Arg740, Arg1648 e Arg1689 (KALAFATIS et al., 1994). Por sua vez, a 

trombina ativa (fator IIa) é gerada pela clivagem proteolítica de seu zimogênio (protrombina 

ou fator II) pelo fator Xa na presença do fator Va, íons de cálcio e uma camada fosfolipídica 

(figura 6). A produção de trombina é uma etapa necessária no processo de coagulação para a 

conversão de fibrinogênio em fibrina, o que forma uma rede hemostática, após a ação do fator 

XIIIa, para a agregação de plaquetas e a formação do trombo (BERRY; CHAN, 2013; 

DEGEN; DAVIE, 1987; FENTON; FASCO; STACKROW, 1977; WEITZ et al., 1990). 

 

Figura 6 – Cascata da coagulação 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

TPL – tromboplastina tecidual. APM – alto peso molecular. PL – fosfolipídeos. 

Fonte: Modificado de Blaya et al. (1998) 

 

Além disso, a regulação alostérica permite que a trombina tenha dupla função nos 

processos de promoção e interrupção da coagulação através da ativação do sistema 

anticoagulante pela proteína C. A trombina existe em duas formas conformacionais: uma é 

estabilizada pelo íon de sódio e tem alta especificidade para converter fibrinogênio em fibrina 

e a outra forma conformacional, que predomina na ausência de sódio, tem baixa 

especificidade para a conversão de fibrinogênio, mas alta especificidade para ligar-se à 

trombomodulina e ativar a proteína C. Dessa forma, a trombina desempenha funções anti e 

pró-coagulantes (BORISSOFF et al., 2010; DI CERA et al., 1995; JAKUBOWSKI; OWEN, 

1989; LEW; WEAVER, 2008). 
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Na fisiologia a trombina desempenha um caráter multifuncional, apresentando no 

mínimo 13 ações e estabelece uma ligação entre os processos de coagulação e inflamação 

atuando na iniciação PAR-dependente de diferentes respostas pró-inflamatórias em plaquetas, 

células endoteliais, macrófagos e em células musculares lisas vasculares (BORISSOFF et al., 

2009; CONNOLLY et al., 1996). 

A sinalização de trombina no endotélio resulta em várias mudanças fenotípicas como 

alterações na forma de uma célula, permeabilidade, migração, síntese de DNA, angiogênese e 

hemostasia. No endotélio, a sinalização por trombina é mediada por uma família de receptores 

acoplados à proteína G conhecidos como receptores PAR (protease-activated receptors). 

Entre os quatro membros da família PAR identificados, nas plaquetas humanas são expressos 

os receptores PAR-1 e PAR-4 e a ativação de ambos inicia a secreção e a agregação 

plaquetária (CRISTOFARO; CANDIA, 2003; MINAMI et al., 2004). Nas plaquetas, a 

ativação dos receptores PAR ocorre quando a trombina cliva o amino-terminal em um 

determinado ponto de seu domínio extracelular e o segmento remanescente realiza uma 

acoplagem intermolecular com o próprio receptor para que ocorra a sinalização 

transmembrana (COUGHLIN, 2000). Contudo, nas plaquetas humanas PAR-1 é considerado 

o principal receptor devido sua alta afinidade por trombina, sendo ativado a uma concentração 

consideravelmente menor do que a necessária para ativar PAR-4 (BRITO; TRICOCI, 2013). 

 

1.4 Inibidores de trombina 

 

Entre os grupos de drogas antitrombóticas existentes, de acordo com a ação 

terapêutica, pode-se destacar: anticoagulantes que inibem a geração e a atividade de trombina; 

inibidores de agregação plaquetária; e agentes fibrinolíticos que desfazem o trombo formado 

(KUDRYAVTSEV et al., 2011; SIKKA; BINDRA, 2010). Por desempenhar importantes 

funções na regulação da hemostasia e trombose, a trombina é um atrativo alvo no 

desenvolvimento de antitrombóticos e anticoagulantes (KARLE; KNECHT; XUE, 2012; 

MONTOYA; GAJRA, 2012; XU et al., 2013). 

Os agentes inibidores de trombina podem bloquear sua ação ligando-se a um ou mais 

pontos de seus três sítios: o sítio ativo ou sítio catalítico, o exosítio 1, conhecido também 

como sítio de reconhecimento do fibrinogênio, que assegura a adequada orientação dos 

substratos e o exosítio 2, o sítio de ligação para inibidores indiretos de trombina como o 

complexo de heparina e anti-trombina-III (GURM; BHATT, 2005). 
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A regulação da atividade de trombina pode ser mediada por uma inibição direta ou 

indireta. No caso dos inibidores indiretos, o efeito anticoagulante é atingido limitando-se a 

geração e ativação de trombina através de inibidores como a heparina e antagonistas de 

vitamina K. Inibidores diretos como hirudina, bivalirudina, argatroban e dabigatran ligam-se 

diretamente à trombina, sem a presença de intermediários como a antitrombina III, 

prevenindo a interação com substratos (ADAMS; BIRD, 2009; WEITZ, 2003). Inibidores 

diretos de trombina apresentam vantagens sobre a heparina não fracionada, pois não ativam 

plaquetas e são capazes de se ligar à trombina livre ou à trombina em complexo com o 

coágulo. Em contraste, a heparina apresenta diversas desvantagens: ela é dependente dos 

níveis de antitrombina III circulantes no sangue; é uma mistura heterogênea de moléculas com 

considerável variabilidade em farmacocinética e farmacodinâmica; é inibida pelo fator 

plaquetário IV; e não inibe a trombina ligada ao trombo (BECKER, 2005; BLAYA et al., 

1998; BREIK; TADROS; DEVITT, 2013; CHEN; LINCOFF, 2005; MARKWARDT, 2002). 

O primeiro inibidor direto de trombina disponibilizado para uso clínico foi a hirudina, 

encontrada nas glândulas salivares da sanguessuga medicinal (Hirudo medicinalis) e 

posteriormente produzida na forma recombinante (CORRAL-RODRÍGUEZ et al., 2010; 

MARKWARDT, 1994). A hirudina é composta por uma cadeia polipeptídica de 65 resíduos 

de aminoácidos com três pontes dissulfeto e sua interação com trombina ocorre de forma 

bivalente entre o sítio ativo e o exosítio I (GIRNYS; PORTER; MOSBERG, 2011). Sua 

constante de inibição (Ki) é de 22 fM e é reconhecido como um inibidor irreversível e 

altamente seletivo, sem atividade inibitória contra outras serino peptidases (DAS; KIMBALL, 

1995; STRAUB; ROEHRIG; HILLISCH, 2011). Desde a descoberta e o isolamento da 

hirudina em 1950, o desenvolvimento de inibidores baseados em sua estrutura gerou uma 

família de análogos conhecidos como hirugens ou hirullins (LEFKOVITS; TOPOL, 1994). 

Em casos de pacientes que correm o risco de desenvolver trombocitopenia (redução do 

número de plaquetas) induzida por heparina ao serem submetidos à angioplastia coronária, 

argatroban, um pequeno inibidor de 527 Da, é administrado por via intravenosa para a 

profilaxia e tratamento da trombose (KATHIRESAN; SHIOMURA; JANG, 2002; LEWIS et 

al., 2001; NUTESCU; WITTKOWSKY, 2004). Derivado sinteticamente da L-arginina, o 

argatroban é um inibidor que se liga reversivelmente ao sítio ativo de trombina com uma 

constante de inibição de 39 nM (KAPLAN; FRANCIS, 2002; WEITZ; HIRSH; SAMAMA, 

2004). Seu tempo de meia vida no plasma é de 45 minutos, a metabolização ocorre por via 

hepática resultando em quatro metabólitos inativos e sua dosagem não precisa ser regulada em 
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pacientes com disfunções renais (AKIMOTO et al., 2011; MADABUSHI et al., 2011; 

RÖSSIG et al., 2011) 

Outro inibidor direto aprovado e atualmente administrado em casos de acidente 

vascular cerebral e embolia sistêmica é o dabigatran, disponível como a pró-droga etexilato de 

dabigatrana. Em mais de 50 países o dabigatran também foi aprovado para a profilaxia do 

tromboembolismo após cirurgias ortopédicas de substituição da articulação do joelho ou 

quadril (HÄRTTER et al., 2012; HE et al., 2013; VERMA, 2010). O dabigatran é um inibidor 

oral, de baixa massa molecular (472 Da) que se liga de forma competitiva e reversível ao sítio 

ativo de trombina, com uma constante de inibição de 4,5 nM (ALBAN, 2008; 

NAGARAKANTI; ELLIS, 2012). Sua estrutura peptideomimética foi desenvolvida com base 

no complexo de trombina com o inibidor N-2-naftil-sulfonil-glicil-D-para-amidino-fenil-

alanil-piperidina (SPINLER, 2013). 

 Aprovada para uso clínico em dezembro de 2000, a bivalirudina surgiu como um 

alternativo agente antitrombótico para pacientes submetidos à angioplastia coronariana 

primária. A bivalirudina também é conhecida como hirulog e comercializada como Angiomax 

(The Medicines Company, Parsippany, NJ., U.S.A.). O uso da bivalirudina como alternativa à 

heparina reduz o risco de trombocitopenia e agregação plaquetária, associada à administração 

de heparina. Nesse comparativo, a bivalirudina diferencia-se por inibir a agregação 

plaquetária, além de apresentar atividade inibitória contra trombina (BITTL et al., 2001; 

HUET et al., 2012; LINCOFF et al., 2003; MEHRAN et al., 2009; PIERI et al., 2013; 

SCHWENKGLENKS et al., 2012; STONE et al., 2008). 

Semelhantemente à hirudina, a bivalirudina é um inibidor direto bivalente que forma 

uma ligação entre o sítio ativo e o exosítio I, porém, é hidrolisada por trombina na ligação 

Arg-Pro e a função do sítio ativo da enzima pode ser restaurada após a clivagem (DI NISIO; 

MIDDELDORP, BÜLLER, 2005; LEE; ANSELL, 2011; OLIVEIRA; FRANCO, 2001; 

WITTING et al., 1992). Com uma constante de inibição entre 1,9 - 2,3 nM, a bivalirudina é 

um peptídeo com 20 resíduos de aminoácidos (2180 Da) e sua estrutura é baseada na 

sequência da hirudina. A sequência une o dodecapeptídeo C-terminal da hirudina nativa, entre 

os resíduos 53-64, com o tetrapeptídeo (d-Phe-Pro-Arg-Pro) do N-terminal que se liga ao sítio 

ativo de trombina. As duas sequências são interligadas por quatro glicinas que desempenham 

a função de espaçadores, conforme demonstrado na figura 7 (CANNON et al., 1993; 

MARAGANORE et al., 1990; WARKENTIN, 2004). 
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Figura 7 – Sequência peptídica da bivalirudina 

 

 

 

 

 

 
 

Fonte: Modificado de Warkentin (2004) 

 

Estudos sobre a estrutura-função da bivalirudina já foram reportados por outros grupos 

que realizaram modificações como: uso de β-homoarginina na ligação cindível para a 

promoção de resistência à hidrólise; aumento da afinidade pelo exosítio I através da sulfatação 

do resíduo de tirosina; e estudo da especificidade através da troca de D-Phe por D-

ciclohexilalanina (BOURDON et al., 1991; KLINE et al., 1991; MARAGANORE, 1993; QIU 

et al., 1992; WITTING et al., 1992). Chen et al. (2003) desenvolveram análogos de 

bivalirudina com resíduos ácidos na posição P1 pertencente à arginina e como resultado, 

obtiveram a inibição da expressão do fator tecidual e a redução da reestenose, que vem a ser o 

estreitamento anormal do vaso sanguíneo. Por ser um proeminente inibidor direto e alvo de 

vários grupos de estudo, neste trabalho, a sequência peptídica da bivalirudina foi escolhida 

como modelo para a inserção dos aminoácidos não naturais sintetizados e testados contra 

trombina. 
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6 CONCLUSÕES 

 

 Analisando conjuntamente os resultados obtidos neste estudo, é possível concluir que: 

 - Entre os análogos de prolina sintetizados, o tgP destacou-se dos demais com uma 

constante de inibição de 168 nM; 

 - Entre os aminoácidos não naturais substituídos na posição P1 da bivalirudina, o Gnf 

apresentou a menor constante de inibição (6,2 nM); 

 - Nos ensaios de inibição competitiva e agregação plaquetária, os análogos que se 

destacaram (Gnf e tgP) apresentaram na simulação por docking molecular o maior 

número de pontes de hidrogênio com o sítio ativo de trombina em relação aos 

demais, além de estarem corretamente orientados na cavidade da enzima; 

 - Os análogos de prolina estudados (taP, caP, tgP e cgP) e o Gnf são capazes de 

conferir resistência à hidrólise por trombina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



31 

 

_________________________ 

* De acordo com: 
  ASSOCIAÇÃO BRASILEIRA DE NORMAS TÉCNICAS. NBR 6023: informação e documentação: referências: 

elaboração. Rio de Janeiro, 2002. 
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