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A malária é, de longe, a doença tropical e parasitária que mais causa problemas sociais e 
econômicos no mundo, sendo superada em número de mortes apenas pela AIDS[1]. O parasita 
Plasmodium falciparum é o principal causador das infecções severas e mortes por malária e, 
devido à alta taxa de mutações do parasita, a resistência à drogas e a distribuição geográfica 
desta doença está aumentando[2]. Sabe-se que o este parasita é sensível ao estresse oxidativo e, 
durante seu estágio eritrocítico, está exposto a esse estresse. Assim, o estudo do aumento do 
estresse oxidativo se tornou uma atrativa via para o desenvolvimento de novas drogas e a 
enzima antioxidante glutationa redutase do P. falciparum (GRPf) pode ser considerada um alvo 
interessante para o desenvolvimento de inibidores, que podem atuar como fármacos[3]. 

As enzimas glutationa redutase humana (GRh) e do P. falciparum apresentam algumas 
diferenças, o que é desejável, pois se quer inibir apenas a enzima do parasita. Os compostos da 
família das ariloxazinas foram avaliados para ambas as enzimas, observando as similaridades e 
diferenças nos complexos formados. 

Para se estudar os complexos formados entre as enzimas e os ligantes, foi preciso iniciar 
pela seleção e análise das estruturas tridimensionais envolvidas. O diagrama abaixo mostra o 
fluxo para o estudo de docking, objetivo final do trabalho. 

No lado esquerdo aparece, em primeiro lugar, a caracterização do receptor e, no direito, 
a dos ligantes. No primeiro momento foi dada importância à caracterização e escolha dos sítios 
de ligação dos receptores. Para isso, foram selecionadas as estruturas tridimensionais das 
enzimas que poderiam ser utilizadas como alvos, caracterizando e selecionando seus sítios de 
ligação. As coordenadas destas estruturas foram obtidas através do PDB[4] e PDBSum[5] e, a fim 
de se verificar diferenças na seqüência primária dos aminoácidos das duas enzimas e os resíduos 
que são conservados entre elas, foi feito o alinhamento pairwise destas moléculas, através do 
programa ClustalW[6] on-line. 

Além dessas diferenças na seqüência primária, é necessária também a análise das 
diferenças entre as estruturas tridimensionais destas proteínas. Para que a GRh e a GRPf 

pudessem ser comparadas do ponto de vista estrutural, foi necessário sobrepor essas moléculas. 
Para isso, foram feitos alinhamentos estruturais através do programa Swiss-PDB[7]. Uma vez 
sobrepostas, foi possível a análise das diferenças estruturais existentes entre as moléculas 
estudadas, através do programa de visualização molecular WebLab[8]. 
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Depois, foram eleitos possíveis ligantes para atuar como inibidores – os inibidores da 
família das ariloxazinas. Para se obter a estrutura tridimensional destes ligantes, foi feita uma 
busca por moléculas com estruturas semelhantes no CSD[9], a partir das quais foram modelados 
os compostos (1) e (2) (Fig. 1), utilizando o programa HyperChem[10]. A modelagem foi feita a 
partir de estruturas cristalográficas, com apenas poucas substituições de átomos feitas. Além 
disso, foram adicionadas cargas parciais aos átomos dos compostos, através do programa 
MOPAC[11]. Para a visualização dos ligantes e das enzimas foram utilizados os programas de 
visualização molecular WebLab, Swiss-PDB e “O”[12]. 

Para se fazer os estudos de docking, foi necessária a escolha dos sítios de ligação. Para a 
GRh, foram considerados, para os cálculos de docking, os resíduos encontrados em um raio de 
13 Ǻ ao redor do par Cys58-Cys63 no sítio ativo (SA) e 10 Ǻ ao redor do par His75-His75’ no 
sítio da interface (SI)[13]. Já para a GRPf levou-se em consideração os resíduos presentes em um 
raio de 12 Ǻ ao redor de Cys39-Cys44 pois, a partir da sobreposição feita entre as enzimas 
humana e do parasita, verificou-se que os sítios ativos dessas enzimas ficam alinhados quando 
centrado neste par, e 10 Ǻ ao redor de Phe 68-68’ no SI. O estudo de docking foi feito, através 
de simulação computacional, utilizando o programa DOCK 3.5[14,15]. Com o objetivo de se 
avaliar as interações entre os átomos dos ligantes com os da enzima, foram utilizados programas 
gráficos (WebLab e “O”), medindo-se distâncias entre esses átomos. 

Da avaliação das diferenças entre as enzimas estudadas, pôde-se concluir que a estrutura 
geral da GRh e da GRPf é bem conservada em ambas, sem grandes diferenças estruturais. 
Hélices α e folhas β são bem conservadas entre elas (Fig. 2). 

A seqüência de aminoácidos GRPf mostrou uma identidade geral de 41%, quando 
comparada com a enzima humana, e a maioria dos resíduos de aminoácidos com função 
conhecida na enzima são idênticas entre elas. Apesar destas grandes similaridades, existem 
diferenças importantes entre as proteínas humana e do parasita, as quais ocorrem no SA e no SI, 
que regiões são de interesse particular, pois representam sítios de ligação de inibidores 
conhecidos. 
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Figura 1 – Composto (1) e (2), modelados a partir de estruturas cristalográficas. 

(1) 

Figura 2 – Sobreposição das estruturas quaternárias da GRh – vermelho – e da GRPf – verde. 
A estrutura geral das duas enzimas é bem conservada, principalmente as hélices α e folhas β. 

 



 Analisando o SA, apenas um resíduo difere entre a GRh e a GRPf, que é Leu419’ na 
GRPf, substituindo Met406’ na GRh. Com a exceção desta metionina, os resíduos catalíticos 
descritos para a GRh possuem equivalentes idênticos na GRPf 

[3]. Já o SI da GRh e da GRPf 
possui diferenças entre eles. O volume da cavidade da interface na GRPf é de 450 Ǻ3, enquanto 
que na GRh é de 460 Ǻ3. A parte superior da cavidade é menor na GRPf, devido à ocorrência da 
Asn456 ao invés de Gly439, presente na enzima humana. Além disso, na GRPf a carga 
resultante nas paredes da cavidade da interface é quase neutra, enquanto que na GRh é 
altamente negativa, também devido à substituições de resíduos de aminoácidos[3]. Na enzima do 
parasita, os aminoácidos Phe78-Phe78’ que, sabe-se, são importantes na orientação do ligante 
no sítio da interface da enzima humana, são substituídos por Ile59. 

O estudo de docking foi feito e, através de simulação computacional, foram obtidas 
orientações dos compostos (1) e (2) nos sítios escolhidos das duas enzimas. O passo seguinte foi 
verificar e selecionar as melhores orientações, cujas energias aparecem na Tabela 1. 

 
Tabela 1 Energias dos complexos proteína-ligante (kcal/mol) 

 
energias total eletrostática van der Waals 

SA -32,6 -4,2 -28,4 Ligante (1) 
SI -41,2 -1,9 -39,3 

 
SA -33,2 -6,9 -26,3 

GRh 

Ligante (2) 
SI -41,0 -2,0 -39,0 

  
SA -29,0 -3,8 -25,2 Ligante (1) 
SI -19,5 -1,7 -17,8 

 
SA -28,0 -5,7 -22,3 

GRPf 

Ligante (2) 
SI -24,5 -3,8 -20,7 

 
Comparando-se apenas as energias totais dos complexos formados (Tabela 1), podemos 

sugerir que, tanto (1) quanto (2), se acomodam melhor no SI da GRh, já que a energia total dos 
complexos é mais baixa neste sítio. No entanto, não é apenas o valor das energias que determina 
as orientações do ligante dentro do sítio, deve-se levar em consideração, também, as interações 
entre o ligante e a enzima, levando em conta o tipo do aminoácido em que ocorre a interação. 
Logo, observa-se que no SI da GRh os ligantes (1) e (2) se orientam entre o par de resíduos 
Phe78-Phe78’ e fazem interações com as His75-His75’ (Fig. 3), o que ajuda a estabilizar estas 
orientações dos ligantes, mais do que nos sítios ativos. Além disso, um outro aspecto importante 
observado em relação ao complexo (1)-SI da GRh é o fato de que este é mais estável do que o 
complexo (2)-SI da GRh  por fazer interações com resíduos carregados, como Asp441. 
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Figura 3 – Orientação dos compostos (1) e (2) no sítio da interface da enzima glutationa redutase humana. Além 
desses compostos, aparecem na figura os principais aminoácidos que compõem o sítio da interface. 



Avaliando as energias obtidas e as interações que os inibidores fazem com a enzima, os 
resultados indicam um mecanismo de inibição mista, onde os inibidores (1) e (2) podem se ligar 
tanto ao SA quanto ao SI da enzima. Porém, na GRh estes inibidores se ligam preferencialmente 
ao SI, enquanto que na GRPf se ligam preferencialmente ao SA. Além disso, conclui-se que o 
complexo formado entre o composto (1) e o SI da GRh é o mais estável, devido às energias 
obtidas e às interações que faz com a enzima humana, significando que, entre os dois compostos 
testados, este é o que se liga preferencialmente e essa ligação é no SI da GRh, o que não é 
desejável, pois se quer inibir apenas a enzima do parasita. 
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