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RESUMO 

 

A tuberculose tem sido um flagelo da humanidade desde os tempos 

antigos. Esta doença tem cobrado um preço alto em vidas humanas, por esta 

razão muitos esforços tem sido feitos com o intuito de derrotar o 

Mycobacterium tuberculosis. A sequência genômica do Mycobacterium 

tuberculosis deu início a uma nova era e foi de grande impacto para o presente 

conhecimento deste patógeno como também na pesquisa de drogas anti-

microbiais. Com estes avanços foi possível identificar genes e mais tarde 

validar vias metabólicas. O melhor entendimento das vias metabólicas 

presentes no Mycobacterium tuberculosis corresponde ao primeiro passo e 

configura uma possibilidade de identificação de novos alvos moleculares que 

possam erradicar o bacilo. Entretanto, ainda há muito a fazer, desde a 

descoberta da Rifampicina, a droga de primeira linha efetivamente utilizada 

contra TB, nenhuma nova droga quimioterápica foi identificada. Nos dias de 

hoje, a TB é responsável pela morte de dois milhões de pessoas por ano, 

sendo considerada uma emergência global, a qual precisa ser urgentemente 

erradicada. O presente projeto tem o objetivo de realizar a análise estrutural da 

enzima Citidina Deaminase (CDA; EC 3.5.4.5) de Mycobacterium tuberculosis 

associada com seus substratos e produtos, aliando técnicas de Dinâmica e 

Docagem molecular.   
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ABSTRACT 

 

The consumption has been a scourge of mankind since ancient times. 

This illness have been charged a high price in human lives, so many efforts 

have been made in order to defeat the Mycobacterium tuberculosis. The 

complete genomics sequence of Mycobacterium tuberculosis opened a new era 

and had a major impact in our understanding of this pathogen and also in 

research for microbial drugs. The researches could identify genes and later 

validate the metabolic pathways. The better understanding of metabolic 

pathways present in Mycobacterium tuberculosis corresponds to a first step  

and configures a possibility of identification of new molecular targets that could 

be derail the bacilli. However, there is much more to do, since of the discovery 

of rifampicin, a first-line drug used effectively against TB, none new 

chemotherapy has been released. TB is nowadays responsible for two million of 

deaths/year and is a global emergency which needs to be urgently repressed. 

The present work aim to realize structural analysis of the enzyme Cytidine 

Deaminase (CDA; EC 3.5.4.5) from Mycobacterium tuberculosis associated 

with substrates and products, allying techniques such as molecular docking and 

dynamics simulations. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Tuberculose – A peste cinzenta 

 

O Mycobacterium tuberculosis, também conhecido por bacilo de Koch foi 

identificado em 24 de março de 1882 por Robert Koch, como sendo o agente 

causador da tuberculose (TB). As doenças infecciosas ainda são responsáveis 

pelo sofrimento e morte de centenas de milhões de pessoas e 90% das mortes 

causadas por esse tipo de enfermidade ocorrem em áreas tropicais e 

subtropicais, regiões nas quais estão presentes 80% de toda população 

mundial [Trouiller et al., 2001].  

A TB é uma das principais causas de morte devido a apenas a um 

agente infeccioso que ameaça a saúde global. De acordo com a Organização 

Mundial da Saúde (OMS) aproximadamente dois bilhões de pessoas, um terço 

da humanidade, estão infectadas. De acordo com o último relatório da OMS, 

foram estimados 9,27 milhões de novos casos de TB em 2007 [Donald & van 

Helden, 2009; Frieden et al., 2003]. Apesar de todos estes números, a TB é 

considerada uma doença negligenciada, tendo em vista que a maioria dos 

casos reportados é de países emergentes. Entretanto, desde 1980 a TB tem 

sido reportada em países como Estados Unidos e Inglaterra.  

1.1.1 Ressurgência da Tuberculose 

 

A ressurgência da TB nestes países está intimamente relacionada com 

os casos da Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (SIDA). Este sinergismo 



11 

 

da SIDA/TB tem sido um desafio para as indústrias farmacêuticas na busca de 

novas drogas. Alguns casos relatados de coinfecção de SIDA/TB têm 

dificultado o tratamento de ambas às doenças, visto que as terapias 

antirretrovirais não são compatíveis com as drogas utilizadas para o tratamento 

da TB. Esta incompatibilidade ocorre pelo fato das terapias compartilharem 

enzimas metabólicas, as quais são de extrema importância para os 

mecanismos celulares. Um dos casos mais sérios de interação medicamentosa 

ocorre quando, a família das iso-enzimas conhecidas como citocromo P450 

(CYP) são ativadas ou inibidas [Burman et al., 1999]. 

1.1.2 Tratamento da Tuberculose 

 

A busca por drogas potenciais para o tratamento da TB iniciou 

aproximadamente em 1940. Selman A. Waksman recebeu o Prêmio Nobel em 

1952, quando, seu laboratório descobriu a estreptomicina (EST). Waksman 

anunciou que esta droga era o caminho para a erradicação da “Grande praga 

branca” [Jassal & Bishai, 2009].  Não obstante, o pronunciamento foi prematuro 

e meses depois do início da utilização da EST como medicamento, cepas de 

Mtb resistentes a EST foram encontradas.  Outras diversas moléculas para o 

tratamento da TB foram identificadas, como, por exemplo, ácido para-

aminosalicílico, rifampicina (RIF), isoniazida (INH), pirazinamida (PYZ), 

etambutol (EMB), fluoroquinolonas, aminoglicosídeos, polipeptídeos, tioamidas 

e cicloserina. Contudo, estas drogas não podem ser utilizadas como únicos 

agentes, devido ao aparecimento de cepas resistentes a diversas drogas. 
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Passados seis anos após a OMS declarar a TB como uma emergência 

global, em 1999 foi estabelecido um tratamento padrão contra a TB, o qual foi 

denominado de Tratamento Diretamente Supervisionado da Tuberculose (da 

sigla em inglês “DOTS”) [WHO, 1999]. O tratamento quimioterápico apresenta 

uma duração de seis meses, o qual é divido em duas fases. A primeira fase do 

tratamento é de dois meses combinando quarto tipos de drogas de primeira 

linha, que são a INH, a RIF, a PYZ e o EMB ou a EST, com o intuito de exercer 

uma ação bactericida contra o bacilo ativo. Já na segunda etapa do tratamento, 

são utilizadas as duas principais drogas de primeira linha a INH e a RIF por 

mais quatro meses.  

1.1.3 Resistência as drogas existentes  

 

A TB pode ser tratada, entretanto, o longo tempo que é requerido para a 

terapia, o número de doses que necessitam ser administradas e os diversos 

efeitos colaterais provindos das drogas são um agravante para que os 

infectados não cumpram o tempo necessário da terapia. O uso contínuo das 

drogas nos primeiros dois meses de tratamento, já são o suficiente para o 

desaparecimento dos sintomas, proporcionando ao paciente um falso positivo 

de cura. Esta “pseudo” cura faz com que o indivíduo pare o tratamento antes 

do final do período determinado. Esta displicência é uma das principais causas 

para o surgimento de cepas Resistentes a Múltipals Drogas (MDR-TB) e 

Extensivamente Resistentes as Drogas (XDR-TB). 

As cepas MDR-TB são denominadas desta forma, por serem resistentes 

a duas drogas de primeira linha (INH e RIF). O tratamento tem uma duração 
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maior do que a terapia padrão, tendo que frequentemente combinar drogas de 

segunda linha, aumentando desta maneira a toxicidade [Rivers & Mancera, 

2008; Johnson et al., 2006].  

O outro tipo de cepa resistente ao tratamento padrão são as XDR-TB, as 

quais apresentam resistência a INH e RIF, assim como a drogas de segunda 

linha, como Ciprofloxacina, Moxifloxacina, Fluoroquinolonas e a mais uma das 

três dorgas injetáveis (Kanamicina, Capreomicina e Aminkacina) [Kinnings, 

2009]. Estas cepas são consideradas virtualmente incuráveis, pelo fato de que 

a classe das drogas que precisariam ser administradas apresenta uma baixa 

potência e uma alta toxicidade [Rivers & Mancera, 2008; Kinnings et al., 2009]. 

1.2 Biossíntese de Nucleotídeos Pirimídicos 

 

A vida depende da capacidade das células de armazenar, resgatar e 

traduzir as informações genéticas necessárias para a manutenção do 

organismo. Essas funções são desempenhadas pelos ácidos nucléicos cujas 

unidades constitutivas são os nucleotídeos [Alberts et al., 2002]. Os 

nucleotídeos estão envolvidos em todas as facetas da vida celular, participando 

de reações de oxidação-redução, transferência de energia, sinalização 

intracelular e reações biossintéticas. Seus polímeros, os ácidos nucléicos DNA 

e RNA, são os participantes básicos no armazenamento e na decodificação da 

informação genética. Os nucleotídeos e os ácidos nucléicos também 

desempenham funções estruturais e catalíticas nas células [Voet & Voet, 2008].  

A biossíntese de pirimidinas representa uma das vias mais antigas 

presentes nas células e sua sequencia se manteve intacta durante a hierarquia 
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evolucional [Shambaugh, 1979]. Existem duas principais vias para a síntese de 

nucleotídeos pirimídicos, via de novo, a qual apresenta um gasto energético 

mais elevado, inicia a síntese de nucleotídeos a partir de precursores simples, 

e a via de salvamento, que reutiliza bases pirimídicas e nucleosídeos derivados 

de nucleotídeos pré-formados para a síntese de ribonucleotídeos e 

desoxirribonucleotídeos [Xu et al., 2008].  

1.2.1 Síntese de novo de Pirimidinas 

 

A via de novo de nucleotídeos de pirimidina é composta de seis reações 

enzimáticas, tendo como produto final a formação de uridina 5’-trifosfato (UTP) 

e citidina 5’-trifosfato (CTP) [Islam et al., 2007]. A rota inicia com a Carbamoil 

Fosfato Sintetase, a qual utiliza como substrato ATP dependente de Mg, 

glutamina e bicarbonato para a formação do Carbamoil fosfato. Este produto 

então é combinado com aspartato formando o carbamoil aspartato, reação esta 

catalizada pela Aspartato Transcarbamilase. O carbamoil aspartato é agora 

convertido a dihidroorotato pela Dihidrooratase [Shambaug, 1979]. A quarta 

reação da via é a conversão do dihidroorotato a orotato pela Dihidroorotato 

Desidrogenase. Na quinta reação da via é adicionado ao orotato o grupo 

fosforribosil do 5-fosforribosil-1-pirofosfato (PRPP) gerando a orotidina 5’-

monofosfato (OMP) a qual é descarboxilada formando uridina 5’-monofosfato 

(UMP), o primeiro nucleotídeo pirimidínico (Figura 1). A formação até UMP, na 

quinta etapa da via, é catalizada por duas reações sucessivas, pelas enzimas 

Orotato-Fosforribosil Transferase e a Orotidina-5’-Fosfato Descarboxilase. O 

produto destas reações, o UMP, é fosforilado por quinases até UTP. A 

formação da CTP ocorre após a aminação do UTP, reação esta catalizada pela 
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CTP sintetase, a qual utiliza como produto UMP, glutamina e ATP [Moffatt & 

Ashihara, 2002].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Rota de síntese de novo de pirimidinas. A imagem foi gerada com o ChemDraw 

(Mills, 2006). 

 



16 

 

1.2.2 Via de Salvamento de Pirimidinas 

 

A via de salvamento permite que o organismo adquira suporte exógeno, 

como, por exemplo, bases pirimídicas e nucleosídeos, os quais não são 

intermediários na síntese de novo de pirimidinas [Johansson et al., 2002]. Esta 

via é preferencialmente utilizada pelo fato de não demandar tanta energia como 

na via de novo. Em relação às bases, apenas a uracila é diretamente 

reutilizada pela uracil fosforribosil transferase (UPRT), entretanto os 

nucleosídeos pirimídicos, como, uridina, citidina e deoxicitidina são reutilizados 

exclusivamente na síntese seus respectivos nucleotídeos, UMP, CMP e dCMP 

[Moffatt & Ashihara, 2002]. Umas das enzimas chave da via de salvamento de 

pirimidinas é a Citidina Deaminase (CDA). A Figura 2 apresenta a via de 

salvamento de nucleotídeos de pirimidina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Rota de salvamento de pirimidinas. As enzimas envolvidas nesta rota são 

identificadas pelo símbolo de seu gene: cdd, citidina (desoxicitidina) deaminase; codA, citosina 

deaminase; deoA, timina (desoxiuridina) fosforilase; deoB, fosfopentomutase; deoC, 

deoxiriboaldose; tdk, timidina (desoxiuridina) quinase; thyA, TSase; udk,uridina (citidina) 



17 

 

quinase; udp, uridina fosforilase; upp, UPRTase; 1, CMP glicosilase. A imagem foi gerada com 

o ChemDraw (Mills, 2006). 

 

1.3 Citidina Deaminase 

 

A CDA é a enzima responsável pela deaminação hidrolítica, irreversível, 

da citidina e desoxicitidina gerando como produto uridina e desoxiuridina, 

respectivamente (Figura 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Reação catalisada pela CDA. A imagem foi gerada com o ChemDraw (Mills, 2006). 

 

 

Estudos sobre esta enzima em outros organismos, como, por exemplo, 

E.coli, Bacillus subtilis [Johansson et al., 2002; Xiang et al., 1996] sugerem que 

o zinco (Zn+2), presente no sítio ativo, apresenta uma papel central no 

mecanismo catalítico proposto para a CDA, ativando uma molécula de água, 

formando um íon hidróxido o qual fará um ataque nucleofílico no carbono 4 

(C4) do anel da citidina pela protonação do adjacente na posição do nitrogênio 
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3 (N3). Esta reação gera um composto tetraédrico, o qual irá se decompor pela 

eliminação da amônia (NH3), gerando a uridina ou desoxiuridina, dependendo 

do substrato (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Mecanismo de reação proposto para a CDA. A imagem foi gerada com o ChemDraw 

(Mills, 2006). 

 

Na natureza, até agora, foram identificadas duas formas da CDA. As 

homodiméricas (D-CDA) que são caracterizadas por apresentar massa 

molecular de aproximadamente 32kDa cada subunidade. As homodiméricas 

também apresentam três resíduos conservados, uma histidina (His) e duas 

cisteínas (Cys), que são responsáveis pelo ancoramento do Zn+2. Estas D-CDA 

estão presentes em organismos como, por exemplo, E. coli [Betts et al., 1994] 

e Arabidopsis thaliana [Vincenzetti et al., 1999]. A outra forma da CDA são as 

homotetraméricas (T-CDA), as quais apresentam uma massa molecular, por 

subunidade, de aproximadamente 15kDa. As T-CDA também apresentam três 

resíduos conservados, três Cys, os quais exercem a mesma função que os 
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resíduos das D-CDA. Este tipo de CDA pode ser encontrado em organismos 

como, por exemplo, B. subtilis, humana e de Mycobacterium tuberculosis 

[Johansson et al., 2002; Chung et al., 2005; Sánchez-Quitian et al., 2009]. 

Em 2009, Sanchez-Quitian e colaboradores elucidaram a estrutura 

tridimensional da CDA de Mycobacterium tuberculosis na sua forma apo (sem 

ligante), apenas com o íon de Zn+2 com uma resolução de 1.99 Å (Figura 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Estrutura tridimensional da CDA de Mycobacterium tuberculosis na forma apo. Em 

cinza está representado o íon de zinco (representação “CPK”). A imagem foi gerada com o 

VMD (Humphrey et al., 1996). 
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A MtCDA faz parte da família das T-CDA, apresentando os três resíduos 

de Cys característicos para o ancoramento do íon de Zn+2. O íon de Zn+2 está 

envolvido na orientação destes três resíduos de Cys, tendo um papel crucial na 

catálise da reação (Figura 6). Nesta estrutura também podem ser observadas 

duas tirosinas (Tyr) altamente conservadas nas sequências das T-CDA, as 

quais não estão presentes nas D-CDA. O enovelamento da MtCDA é 

caracterizado como //, sendo composta de cinco fitas-beta (Ala28-Val35, 

Arg39-Asn45, Arg72-Gly81, Leu104-Asp107 e Pro112-Leu115) e cinco hélices-

alfa (Trp6-Ala18, Ser50-Thr54, Cys56-Thr68, Cys89-Gly100 e Leu115-Leu119) 

[Sánchez-Quitian et al., 2009]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Figura ilustrando a região de ligação entre o íon de zinco, representado no centro 

(representação “CPK”), e as três cisteínas (representação “sticks”) responsáveis pela 

estabilização do íon. Em azul claro está representada a enzima (representação “new cartoon”), 

assim como, a superfície molecular. A imagem foi gerada com o Pymol (DeLano, 2002). 

 



21 

 

O estudo das estruturas associadas com o substrato e produto da 

MtCDA, poderão aprimorar o conhecimento da interação receptor-ligante, 

fornecendo informações pivotais para a busca de potenciais alvos para o 

desenvolvimento de drogas e vacinas.  
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

 

Este estudo faz parte das pesquisas do Instituto Nacional de Ciências e 

Tecnologia em Tuberculose (INCT-TB), o qual tem como finalidade o 

desenvolvimento de drogas para tratar, vacinas para prevenir e ferramentas 

diagnósticas para detectar mais rapidamente o Mtb em pessoas infectadas. O 

objetivo geral deste trabalho é realizar o estudo estrutural da enzima Citidina 

Deaminase de Mycobacterium tuberculosis H37Rv, envolvida na via de 

salvamento de pirimidinas. 

  

2.2 Objetivos específicos 

 

 Realizar uma TVL, baseados em análogos de substrato, com o intuito de 

encontrar novos inibidores. As bibliotecas de análogos serão obtidas pelo 

webserver PubChem; 

 Realizar simulações por DM dos complexos obtidos por cristalografia e dos 

três melhores ligantes referentes à triagem virtual, visando à melhor 

compreensão dos mecanismos de interação receptor-ligante. 
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3. JUSTIFICATIVA 

 

 

É iminente a necessidade de novos agentes quimioterápicos para o 

tratamento da TB, os quais visem diminuir a toxicidade e a duração do 

tratamento atual. Estes são alguns dos problemas cruciais para o surgimento 

de cepas resistentes, como a MDR-TB e XDR-TB, às drogas comercialmente 

disponíveis. Outro agravante para o tratamento da TB são as interações 

medicamentosas, principalmente com as drogas anti-HIV. Portanto torna-se 

urgente a busca por novos alvos para o tratamento desta doença. 

As enzimas envolvidas na biossíntese de nucleotídeos pirimídicos são 

alvos interessantes no desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos, por 

estarem possivelmente envolvidos na fase de latência do bacilo. Além disso, 

alvos que possam agir nesta fase, apresentam grandes possibilidades de 

prevenir a progressão e reativação da doença. 

A MtCDA, uma enzima evolutivamente conservada da rota de 

salvamento das pirimidinas, é um alvo atrativo para o desenho racional de 

drogas. Apesar desta enzima estar presente tanto no Mtb como em humanos, a 

possibilidade de realizar estudos de chemical biology, fazendo avaliações 

minuciosas dos sítios ativos de ambas as enzimas é uma abordagem viável e 

já comprovada em estudos anteriores [Ho et al., 2010].  Esta via é 

preferencialmente utilizada, pelo fato de demandar menos energia [Moffatt & 

Ashihara, 2002]. A obtenção das estruturas associadas com seus substratos e 
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produtos poderão contribuir para a compreensão do mecanismo de interação 

receptor-ligante, visando o desenho racional de drogas. 
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4. METODOLOGIA 

4.1 Local de execução e duração 

As etapas de refinamento dos dados, docagem molecular, TVL, 

simulações por dinâmica molecular (DM) serão realizados no Laboratório de 

Bioquímica Estrutural (LaBioQuest) da Faculdade de Biociências – PUCRS. Foi 

utlizada uma workstation Dell Precision T-3500 Intel Xeon Quad Core, para a 

realização das análises dos resultados obtidos. 

O presente trabalho consiste em uma dissertação de mestrado com 

previsão de dois anos de duração. 

4.2 Docagem molecular 

Conceitualmente a docagem molecular pode ser definida como um 

procedimento computacional utilizado para tentar predizer a posição, 

orientação e conformação nativa de uma pequena molécula (ligante) associada 

dentro do sítio ativo de uma macromolécula alvo [Alonso et al., 2006].  

Pioneira na década de 80, a docagem molecular continua sendo até hoje 

uma das ferramentas mais utilizadas para o desenho de drogas in silico e é o 

componente principal em diversos programas de descobrimento de drogas 

[Zoete et al., 2009]. A docagem pode ser superficialmente descrita como uma 

combinação de um algoritmo de busca, o qual pretende sugerir diversas 

possibilidades de conformações para um ligante, e uma função escore que 

objetiva a identificação do verdadeiro modo de ligação da molécula. Existem 

vários métodos para avaliar os resultados dos processos de docagem, como, 

por exemplo, algoritmo genético (AG) [Jones et al., 1997], algoritmo genético 
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lamarckiano (AGL) [Morris et al., 1998], minimização por Monte Carlo (MC) 

[Metropolis & Ulam, 1949; Totrov & Abagyan, 1997], similaridade baseada na 

superfície molecular [Jain, 2003], entre outros. Nesta dissertação foi dado 

enfoque ao AGL, o qual está implementado no programa AutoDock [Goodsell & 

Olson, 1990; Goodsell et al., 1996; Morris et al., 1996; Morris et al., 1998] que 

foi utilizado para fazer as simulações de docagem molecular. 

4.2.1 Algoritmo Genético Lamarckiano 

Diferentemente dos AG tradicionais, os quais mimetizam as principais 

características da evolução Dawiniana, aplicando também a genética 

Mendeliana, o AGL faz alusão à asserção (desacreditada) de Jean Batiste 

Lamarck, onde características fenotípicas adquiridas durante a vida de um 

indivíduo podem ser passadas hereditariamente [Morris et al., 1998].  

Como todos os AG, o AGL utiliza a idéia baseada na linguagem genética 

natural e na evolução biológica. Na docagem molecular, o arranjo do ligante em 

relação à proteína pode ser descrito por um conjunto de valores de translação, 

orientação e conformação. Esse conjunto é definido como os “estados 

variáveis”,  para os AG estes correspondem a um “gene”. Os estados do ligante 

correspondem ao genótipo, às coordenadas atômicas são denominadas de 

fenótipo. Morris e colaboradores definem o “fitness”, na docagem molecular, 

como a energia total de interação de um ligante com a proteína alvo, a qual é 

mensurada por uma função de energia. Pares fortuitos de indivíduos são 

acoplados pelo processo de “crossover”, onde cada indivíduo herdará genes 

parentais. Além disso, alguns descendentes estarão sujeitos a “mutação” 

aleatória, onde um gene pode se modificar em níveis aleatórios. A “seleção” 
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dos descendentes da “geração” atual ocorre baseada no “fitness” de cada 

indivíduo. Tendo em vista estes dados, as melhores soluções (conformações 

de menor energia) são mantidas enquanto que as outras são descartadas. 

A principal diferença entre o AGL e os outros AG, é a introdução de uma 

busca local por uma solução de menor energia. Esta busca é feita baseada no 

fenótipo para o genótipo, quando essa procura encontra uma solução de menor 

energia o indivíduo anterior é substituído. Enquanto que nos AG darwinianos 

esta busca é feita apenas do genótipo para o fenótipo. A Figura 7 ilustra os 

dois tipos de AGs, evidenciando suas diferenças. 

                    AGL                                              AGD 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Esta figura ilustra como ocorrem as buscas por melhores soluções entre os dois tipos 

de AG, o AGL representado no lado esquerdo e o AGD no lado direito (figura adaptada do 

artigo Morris et al., 1998). 

 



28 

 

4.3 Triagem virtual de ligantes 

 A Triagem virtual de ligantes (TVL) pode ser definida como, uma seleção 

de compostos que satisfazem características específicas utilizando ferramentas 

computacionais, como, por exemplo, a docagem molecular. A TVL permite a 

triagem in silico de vastas bibliotecas de pequenas moléculas para a seleção 

de potenciais inibidores. Basicamente, existem duas abordagens para a busca 

por inibidores in silico. A primeira abordagem é a “triagem virtual baseada no 

ligante”, utilizada normalmente quando a estrutura alvo (macromolécula) a ser 

estudada ainda não foi elucidada, a estratégia então a ser utilizada é a partir 

das informações de compostos conhecidos, que apresentem ação inibitória 

contra o alvo, identificar outros compostos que apresentem propriedades 

similares. A segunda abordagem é a “triagem virtual baseado no receptor”, a 

qual envolve explicitamente a docagem de cada ligante dentro de um sítio ativo 

conhecido, estabelecendo um modo de ligação para cada composto de um 

banco de dados. Essas informações servirão para selecionar os melhores 

ligantes, formando um pequeno conjunto de compostos, os quais poderão ser 

testados in vitro. 

 Apesar da técnica de docagem molecular apresentar-se uma abordagem 

rápida e de baixo custo computacional, seu ponto fraco está em não permitir 

que a molécula docada se ajuste no sítio ativo. Tendo isto em vista, é 

necessária a utilização de outras técnicas para que este problema seja 

amenizado. A Dinâmica Molecular (DM) pode tratar tanto o ligante quanto a 

proteína de forma flexível, permitindo desta forma uma melhor avaliação da 

interação ligante-receptor. 
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4.4 Dinâmica molecular 

Simulações por DM é uma das técnicas mais versáteis para o estudo de 

macromoléculas biológicas, no âmbito das técnicas in silico. Conceitualmente a 

DM é uma abordagem computacional, na qual são empregadas equações 

Newtonianas para a resolução de representações atomísticas, de um sistema 

molecular baseado na Mecânica Clássica, com o intuito de obter informações a 

respeito de suas propriedades em função do tempo [Alonso et al., 2006]. Os 

algoritmos utilizados nos programas de DM consistem da solução numérica 

destas equações de movimento fornecendo uma trajetória (coordenadas e 

momentos conjugados em função do tempo) do sistema em estudo. 

Em 1977, McCammon e colaboradores realizaram a primeira simulação 

de DM envolvendo proteínas. Esta simulação foi realizada in vacuo e o tempo 

de simulação foi de 8,8 x 10-12 s [McCammon et al., 1977]. Desde então, a 

técnica de DM foi se aprimorando, deixando os sistemas construídos in silico 

mais realísticos. Este progresso deve-se tanto a avanços na área da química, 

com o melhoramento dos parâmetros dos campos de força, quanto da 

computação, com o desenvolvimento de máquinas mais robustas, o que 

permite a realização de simulações mais longas, chegando a 10-9 e 10-8 s.  

A DM é empregada em várias áreas, desde o refinamento de estruturas 

cristalográficas, predição de estruturas protéicas, otimização de parâmetros 

geométricos, avaliação da interação ligante-receptor, entre outras. 

Como mencionado, o problema da técnica de docagem molecular, 

utilizada para TVL, é não permitir que ocorra um ajuste na associação receptor-

ligante sem que o custo computacional fique extremamente oneroso. Com isso, 

a TVL serve como um filtro, para que os melhores compostos sejam 
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submetidos à técnica de DM, podendo assim ter uma avaliação mais realista do 

modo de associação do complexo. Permitindo também que seja calculada a 

energia livre de ligação de forma acurada, aprimorando o processo de 

descobrimento de drogas.  

Nesta dissertação a DM foi empregada para o refinamento dos melhores 

resultados da TVL e também para a melhor compreensão dos mecanismos de 

interação entre proteína-substrato e proteína-produto. Para isso, foi utilizado o 

pacote de programas GROMACS [van der Spoel et al., 2005], versão do 

GROMACS 4.0.5 disponível como freeware sob licença GNU (General Public 

License).  
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5. ARTIGO CIENTÍFICO 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A pesquisa e o desenvolvimento de compostos mais efetivos contra a TB 

representam uma urgente necessidade à saúde pública mundial. O 

ressurgimento de diferentes cepas de M. tuberculosis resistentes a pelo menos 

três drogas de segunda geração (XDR- TB) reflete a evidente necessidade de 

gerar novas formas de combater a doença para melhorar as condições do 

tratamento utilizado atualmente. Nesse contexto, as rotas metabólicas 

envolvidas em processos bioquímicos essenciais à viabilidade do bacilo 

compartilham inúmeros alvos potenciais para drogas. Dentre estas rotas, a 

possível participação da via de salvamento de pirimidinas, na viabilidade da 

bactéria, torna as enzimas desta via importantes alvos para o desenvolvimento 

de futuros fármacos e tratamentos capazes de evitar a progressão e a 

reativação da infecção. Os programas globais de descobrimento de novas 

drogas antituberculose têm prestado particular interesse na identificação de 

análogos de pirimidinas com atividade seletiva contra M. tuberculosis.  

O presente trabalho forneceu detalhes estruturais sobre o empacotamento da 

estrutura quaternária da MtCDA. Analises comparativas entre a região 

envolvida no evento catalítico da CDA humana (65CAERTA70) e MtCD 

(56CAECAV61) revelou que a arginina encontrada na estrutura da CDA humana, 

a qual apresenta um importante papel na compensação de cargas na cavidade 

de ligação, corresponde a uma cisteína na estrutura da MtCDA. Entretanto, foi 

possível sugerir que a Arg91 da MtCDA, a qual na estrutura da CDA humana 

corresponde a Ala101, e a responsável por fazer o papel de compensação de 

cargas.  
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A triagem virtual de ligantes foi capaz de identificar possíveis potenciais 

inibidores para MtCDA. Foi possível identificar que a maioria das interações 

observadas entre os melhores compostos e a enzima são de caráter 

hidrofóbico envolvendo resíduos das subunidades adjacentes. Os principais 

resíduos envolvidos na associação dos inibidores com a enzima são Glu47(A), 

Cys56(A), Glu58(A), Phe123(B), eTyr51(D). 

A abordagem utilizada na triagem virtual de ligantes e os coeficientes utilizados 

para estimar a energia livre de ligação estavam de acordo com o valor de IC50 

determinado para o composto 9 (151 M).  

Os coeficientes (,  e ) utilizados para estimar a energia livre de ligação 

através de simulações por dinâmica molecular apresentou resultados 

interessantes, divergindo apenas 0,7 kcal x mol-1 do valor experimental. Com 

isso podemos concluir que a partir dos resultados obtidos e possível utilizar 

desta abordagem para diferentes bancos de dados com a finalidade de 

encontrar potenciais inibidores para diferentes tipos de alvos moleculares 

utilizando como base o processo de desenho racional de drogas. 
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ANEXO 1 
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