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RESUMO 

 

A tuberculose (TB), uma das doenças mais antigas da humanidade, ainda é uma das principais 

causas de morte entre as doenças infecciosas. A coinfecção com o HIV e a emergência de TB 

resistente a múltiplas drogas representam um desafio à saúde pública e tem estimulado a pesquisa 

por novos e mais efetivos agentes terapêuticos contra a doença. Novas abordagens para o 

desenvolvimento de compostos contra doenças complexas, especialmente doenças endêmicas 

negligenciadas, são baseadas no uso de alvos moleculares definidos. Enzimas envolvidas no 

metabolismo de pirimidinas tornam-se alvos moleculares interessantes para compostos 

inibidores, uma vez que em bactérias, as rotas de interconversão de nucleotídeos pirimidínicos 

são importantes em inúmeros processos essenciais, incluindo a biossíntese de DNA, RNA e 

fosfolipídios. A citidina 5'-monofosfato quinase de Mycobacterium tuberculosis (MtCMK) em 

estudo, catalisa a transferência reversível de um grupamento fosforil a partir de ATP, 

preferencialmente para CMP e dCMP. Neste trabalho, os estudos de velocidade inicial e 

experimentos de Calorimetria de Titulação Isotérmica (ITC) demonstraram que a adição dos 

substratos (CMP e ATP) à MtCMK segue um mecanismo cinético sequencial aleatório, e que a 

liberação dos produtos ocorre de forma ordenada, onde o ADP é o primeiro produto a ser 

liberado. As assinaturas termodinâmicas da ligação do CMP e do CDP à MtCMK mostraram 

variações favoráveis da entalpia e desfavoráveis da entropia, e, a ligação do ATP foi 

caracterizada por mudanças favoráveis da entalpia e da entropia. As contribuições energéticas 

oriundas dos eventos de protonação, associados à formação do complexo binário 

MtCMK:receptor do grupamento fosforil, sugerem um ganho líquido de prótons. Além disso, 

foram calculados os valores de pKa de um provável grupo envolvido na troca de prótons, e da 

entalpia de ligação intrínseca. A cadeia lateral do Asp187 da MtCMK é sugerido como provável 

candidato para o evento de protonação. As medidas termodinâmicas da formação do complexo 

binário foram coletados a fim de avaliar a contribuição do grupo 2'-OH da pentose nas interações 

intermoleculares. Os dados obtidos foram discutidos comparando-se as características estrutural e 

funcional entre as CMKs já estudadas e a UMP/CMP quinase humana.  

 

Palavras-chave: citidina 5'-monofosfato quinase; Mycobacterium tuberculosis; mecanismo 

cinético; Calorimetria de Titulação Isotérmica; eventos de protonação; entalpia de ligação 

intrínseca.  
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ABSTRACT 

 

Tuberculosis (TB), one of the oldest recorded human afflictions, is still one of the biggest killers 

among the infectious diseases. The HIV co-infection and the emergence of multidrug resistant 

TB have provided a very alarming challenge to global health and led us to focus on the research 

for new and more effective therapeutics against the disease. The modern approach to the 

development of new chemical compounds against complex diseases, especially the neglected 

endemic ones, such as TB, is based on the use of defined molecular targets. Enzymes from the 

pyrimidine biosynthesis pathway have been considered potential targets for identification or 

development of novel anti-mycobacterial agents since in bacteria, pyrimidine nucleotide 

interconvertion pathways are important in a number of essential processes, including DNA, RNA, 

and phospholipid biosynthesis. Cytidine 5'-monophosphate kinase from Mycobacterium 

tuberculosis (MtCMK) catalyzes the ATP-dependent phosphoryl group transfer preferentially to 

CMP and dCMP. Here, initial velocity studies and Isothermal Titration Calorimetry (ITC) 

measurements showed that MtCMK follows a random-order kinetic mechanism of substrate 

binding, and an ordered mechanism for product release. The thermodynamic signatures of CMP 

and CDP binding to MtCMK showed favorable enthalpy and unfavorable entropy, and ATP 

binding was characterized by favorable changes in enthalpy and entropy. The contribution of 

linked protonation events to the energetics of MtCMK:phosphoryl group acceptor binary complex 

formation suggested a net gain of protons. Values for the pKa of a likely chemical group involved 

in proton exchange and for the intrinsic binding enthalpy were calculated. The Asp187 side chain 

of MtCMK is suggested as the likely candidate for the protonation event. Data on 

thermodynamics of binary complex formation were collected to evaluate the contribution of 2'-

OH group to intermolecular interactions. The data are discussed in light of functional and 

structural comparisons among CMP/dCMP kinases and UMP/CMP ones. 

 

Keywords: cytidine 5'-monophosphate kinase; Mycobacterium tuberculosis; kinetic mechanism; 

Isothermal Titration Calorimetry; protonation events; intrinsic binding enthalpy. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 TUBERCULOSE – HISTÓRICO E EPIDEMIOLOGIA  

 

A tuberculose (TB), também conhecida como Peste Branca no século XVIII, é uma 

ameaça aos seres humanos desde a antiguidade. Entre o final do século XIX e o início do século 

XX, esta doença se tornou a principal causa de morte mundial, vitimando pessoas de todas as 

classes econômicas (1). 

O principal agente etiológico da doença em humanos, o Mycobacterium tuberculosis, foi 

identificado apenas em 1882 pelo alemão Robert Koch (1882) (2) e, a partir disso, foram 

desenvolvidas inúmeras estratégias terapêuticas para o tratamento da TB e a vacina Bacille 

Calmette-Guérin (BCG) foi introduzida para a prevenção da doença (3). O tratamento 

farmacológico da TB teve início com a descoberta da estreptomicina em 1944 (4, 5) e com o 

desenvolvimento do ácido para-aminosalicílico (PAS) (6) que, em combinação, reduziram 

drasticamente a mortalidade causada pela TB (4, 7). Adicionalmente, o surgimento de novas 

drogas como isoniazida (INH) (1952) (6) e rifampicina (RIF) (1966) (5), levou algumas nações 

desenvolvidas a acreditarem que a TB estaria, senão erradicada, confinada a países pobres (8). No 

entanto, a TB representa um grave problema de saúde pública (9) e se encontra entre as principais 

causas de morte por doenças infecciosas no mundo (10). 

Segundo a Organização Mundial da saúde (OMS) (10), a incidência de novos casos de TB 

têm diminuído desde 2006. No entanto, estima-se que, no ano de 2011, ocorreram 8,7 milhões de 

novos casos (doença ativa) e 1,4 milhão de mortes ocasionadas pela doença (incluindo 990 mil 

mortes entre pacientes HIV-negativos e 430 mil mortes entre pacientes co-infectados com 

HIV/TB) (11). Além disso, estima-se que cerca de um terço da população mundial, ou 2 bilhões 

de pessoas, estejam infectadas (infecção latente) com o M. tuberculosis (12). 

Globalmente, a maioria dos casos estimados em 2011 ocorreu na Ásia (59%) e na África 

(26%), com menores proporções registradas na região do Mediterrâneo Oriental (7,7%), região 

Europeia (4,3%) e região das Américas (3%) (11). O Brasil se encontra entre os 22 países 

responsáveis por mais de 80% do total de casos de TB no mundo (10) e também apresenta 

números alarmantes. De acordo com o Ministério da Saúde (MS), a taxa de incidência no Brasil, 

em 2011, foi de 36,0 casos de TB para cada grupo de 100 mil habitantes, sendo que os estados do 
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Amazonas (62,6) e Rio de Janeiro (57,6) apresentaram as maiores taxas de incidência do país. A 

taxa de mortalidade, em 2010, foi de 2,4 óbitos para cada grupo de 100 mil habitantes (13). 

A TB é classicamente associada à pobreza, ao crescimento da população e à desnutrição. 

Porém, a magnitude atual da doença é relacionada principalmente a fatores como a emergência da 

AIDS/HIV (que teve início na década de oitenta); às crescentes dificuldades no tratamento de 

linhagens de TB resistentes a múltiplas drogas (em especial, a partir da década de noventa), à 

dificuldade de acesso aos serviços de saúde (10, 14), imigrações, desigualdades sociais e ao 

abuso de álcool e drogas (10). 

A coinfecção HIV/TB tem ocasionado um número ainda maior de mortes no mundo e 

estudos epidemiológicos mostram que pacientes coinfectados com o HIV apresentam até 34 

vezes mais chances (em comparação com indivíduos HIV-negativos) (10) de desenvolver a TB 

ativa (15). Dentre os 9 milhões de indivíduos que desenvolveram TB em 2010, 1,1 milhão 

corresponderam a pacientes coinfectados com HIV (10). 

 

1.2 PATOGÊNESE E PROPRIEDADES DA DOENÇA 

 

A TB humana é uma doença contagiosa causada principalmente pelo M. tuberculosis – 

sendo provocada também por M. bovis e M. africanum – bactéria aeróbia patogênica que 

estabelece a infecção predominantemente no interior dos macrófagos alveolares. A infecção 

geralmente ocorre através da inalação de aerossóis contendo bacilos, expelidos da garganta e dos 

pulmões de indivíduos que possuem a forma pulmonar ativa da doença (16). 

A evolução da doença é fundamentalmente regulada pela integridade do sistema 

imunológico do hospedeiro, que é capaz de eliminar ou apenas conter a doença – levando ao 

condicionamento de latência – ou ainda, em casos de falha do sistema imune, resultar no 

desenvolvimento da doença ativa (1). 

Após a inalação dos bacilos, eles são fagocitados pelos macrófagos alveolares, nos quais 

podem estabelecer a infecção ou serem eliminados. Subsequentemente, ocorre a infiltração de 

células inflamatórias, principalmente linfócitos e macrófagos ativados, que levam à eliminação de 

grande parte da carga bacteriana. Estas células são responsáveis pela resposta inflamatória e 

formação do granuloma, a principal característica da TB (1). Acredita-se que os granulomas 

formados limitam o crescimento do M. tuberculosis, restringindo o acesso ao oxigênio e a 
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nutrientes e, neste ambiente, o bacilo está exposto ao pH ácido e a efetores imunes, como o óxido 

nítrico (17). 

Normalmente, a fase de contenção da infecção leva à eliminação da maior parte dos 

bacilos e, consequentemente, ao término da infecção primária, sem a apresentação de sintomas. 

Nestes casos, a única evidência de infecção anterior pode ser identificada pela prova da 

tuberculina intradérmica ou, em alguns casos, evidências de lesões calcificadas por raios X (7). 

Todavia, na maioria dos casos, o término da infecção primária caracteriza-se pela permanência do 

bacilo no hospedeiro em um estado dormente – período no qual o indivíduo infectado não 

apresenta a TB clínica aparente – constituindo um grande reservatório de bactérias viáveis e 

patogênicas. Por outro lado, quando a resposta imune não pode suprimir a replicação bacteriana, 

a infecção primária progride para a TB ativa (1, 18, 19). 

O desenvolvimento da doença (TB pós-primária), na qual a TB pulmonar é a 

manifestação clínica predominante (20), pode ser causado tanto pela reativação da infecção 

latente ou pela falha no controle de uma nova infecção (21). Entre os indivíduos com TB latente, 

o risco de progressão para TB ativa é de 5% após o primeiro ano da infecção e de 10% ao longo 

da vida (1, 7). A reativação da infecção latente, que frequentemente ocorre várias décadas após a 

infecção inicial, pode ser induzida por vários fatores que comprometem a imunidade do indivíduo 

como, coinfecção por HIV, desnutrição, envelhecimento, uso de drogas, câncer, diabetes, 

insuficiência renal crônica ou terapia com drogas imunossupressoras (22). 

A TB pós-primária pode envolver danos extensos ao pulmão e é eficientemente 

transmissível (20). Ela ocorre quando os bacilos viáveis são liberados do interior do granuloma, 

levando ao desenvolvimento da tosse produtiva e facilitando a propagação dos aerossóis 

infectados (19) que, por sua vez, podem permanecer em suspensão durante horas, o que torna a 

TB uma doença altamente contagiosa (23). Nos casos em que a resposta imune do hospedeiro 

predomina, a lesão é contida, causando danos simplesmente residuais para os pulmões. 

Entretanto, se ocorre uma expansão da necrose atingindo os brônquios, pode se formar uma 

cavidade no pulmão permitindo a disseminação maciça de bactérias no ar (7). Na maioria dos 

pacientes doentes, os bacilos podem ser observados por microscopia através de coloração do 

esfregaço de escarro; 60 a 70% dos casos de TB pulmonar apresentam baciloscopia positiva (24). 

Apesar de pacientes com baciloscopia negativa também poderem estar infectados, estes 

contribuem pouco para a transmissão da doença (25, 26). 
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Entre os pacientes com a doença ativa, aproximadamente 15% desenvolvem a TB 

extrapulmonar, ou TB miliar, que é causada pela evolução do granuloma devido ao excessivo 

crescimento bacteriano, com invasão da corrente sanguínea pelos bacilos e consequente 

disseminação para várias partes do corpo (1). 

Os processos patológicos e inflamatórios da doença produzem os sintomas típicos da TB 

tais como, fraqueza, febre, perda de peso, sudorese noturna, dor no peito, insuficiência 

respiratória e tosse (com pouca ou nenhuma produção de escarro) (7). Se a doença não for 

tratada, a TB pode se desenvolver rapidamente levando a debilidade e esgotamento físico do 

paciente, podendo progredir para a morte do indivíduo. Aproximadamente dois terços dos 

pacientes não tratados (com baciloscopia positiva), morrem dentro de cinco a oito anos, a maioria 

nos primeiros 18 meses. Mesmo entre os pacientes que receberam medicamentos anti-TB, e 

apresentavam baciloscopia positiva, a taxa de letalidade pode exceder 10% na ocorrência de 

baixa adesão ao tratamento, altas taxas de coinfecção com HIV ou em casos de resistência às 

drogas (27). 

 

1.3 TRATAMENTO 

 

No período clássico do Império Romano, Clarissimus Galeno (filho do grande matemático 

e arquiteto Nikon) prescrevia aos seus pacientes um tratamento à base de leite fresco, ar puro, 

viagens marítimas, passeios a cavalo e muito descanso em ambientes secos de maior altitude 

(28). No século XIX, somente a intervenção cirúrgica era possível como tratamento (além dos 

sanatórios), incluindo a técnica do pneumotórax: provocar o colapso de um pulmão infectado 

para deixá-lo "descansar" e permitir a cicatrização das lesões. Esta técnica habitual era capaz de 

auxiliar na melhora dos pacientes, uma vez que as bactérias necessitam de um ambiente com 

elevado nível de oxigênio para sobreviverem, mas era pouco benéfica, e foi praticamente extinta 

após 1946 (23, 29).  

Em 1934, Freelander obteve sucesso com a primeira lobectomia pulmonar (ressecção) na 

TB. Contudo, anteriormente ao advento da estreptomicina (1960), a morbidade era de 50% e a 

mortalidade de 25% (29). Apesar disso, antes da disponibilidade de antimicrobianos eficazes, a 

intervenção cirúrgica foi uma importante forma de terapia para a TB pulmonar. Nos dias de hoje, 

com o surgimento de cepas multirresistentes, a ressecção cirúrgica pulmonar é mais uma vez 
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considerada uma gestão eficaz, quando associada à quimioterapia, para o tratamento de pacientes 

com TB resistente (29, 30). 

A terapia contra a TB possui três objetivos principais: (i) ação bactericida primária contra 

os microrganismos em rápido crescimento; (ii) eliminar as micobactérias em crescimento lento 

(esterilização da população bacilar semidormente e dormente); e (iii) evitar o surgimento de 

resistência aos fármacos (31). 

O regime quimioterápico padrão recomendado pela OMS – DOTS (Directly Observed 

Treatment Short Course) (32) – para tratar os casos de TB pulmonar previamente não tratados, 

consiste na combinação de drogas de primeira linha, INH, RIF, pirazinamida e etambutol, 

administradas por um período intensivo inicial de dois meses, seguido de quatro meses de 

tratamento com INH e RIF. Em países que relatam elevados níveis de resistência à INH (ou a 

falta de sensibilidade à droga), o etambutol é administrado durante a fase de manutenção de 

quatro meses de tratamento (33). A terapia com observação direta constitui a abordagem mais 

eficaz para garantir os índices de conclusão do tratamento de até 90% (34).  

Os fármacos bactericidas, como a INH e RIF, atuam contra as bactérias em divisão (35, 

36) sendo que a RIF também exerce atividade de esterilização sobre a população bacilar 

dormente (37). A pirazinamida possui atividade bactericida e tem uma potente ação esterilizante, 

principalmente no meio ácido predominante no interior dos macrófagos, e em áreas de 

inflamação aguda. Tanto na lesão pulmonar quanto nas zonas inflamatórias da parede cavitária, 

os bacilos fagocitados pelos macrófagos apresentam seu crescimento inibido pelo ambiente 

ácido. Esses bacilos, denominados persistentes e em fase de multiplicação esporádica, são os 

responsáveis pela recaída bacteriológica da TB. A pirazinamida é o medicamento mais eficaz 

para eliminar essa população (38) e, a inclusão do etambutol no tratamento de primeira linha, é 

recomendada para prevenir a resistência à RIF, quando há suspeita de resistência à INH (39). 

As drogas de segunda linha anti-TB são introduzidas no regime de tratamento em casos de 

TB resistente aos antimicrobianos primários, caracterizada pela presença de culturas positivas 

após cinco meses de terapia apropriada (40). As fluoroquinolonas (levofloxacina, moxifloxacina, 

gatifloxacina), os aminoglicosídeos (streptomicina, canamicina e amicacina) e a capreomicina, 

possuem ação bactericida e oferecem maior eficácia entre as drogas de segunda linha (41, 42). Os 

demais antibióticos (etionamida, cicloserina, PAS) exibem atividade bacteriostática, e são 

consideravelmente menos potentes, mais tóxicos e mais caros (43). 
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1.4 RESISTÊNCIA 

 

As cepas de TB resistente têm sido relatadas desde o princípio da introdução da 

quimioterapia contra a TB. Porém, a propagação das cepas de M. tuberculosis resistente a 

múltiplas drogas (MDR-TB), bem como de cepas extensivamente resistentes (XDR-TB) e, mais 

recentemente, o surgimento das cepas totalmente resistentes (TDR-TB), têm-se tornado um 

importante problema de saúde pública e uma ameaça ao controle da TB no mundo (44, 45). 

A MDR-TB ocorre quando uma cepa de M. tuberculosis é resistente a, pelo menos, INH e 

RIF, e o tratamento dessas cepas requer o uso de medicamentos de segunda linha por um longo 

período (33). A XDR-TB é caracterizada por uma cepa de M. tuberculosis com extensiva 

resistência às drogas de segunda linha (46), e foram definidas como resistentes a INH e RIF 

(MDR-TB) com resistência adicional a qualquer fluoroquinolona e a qualquer uma das três 

drogas injetáveis de segunda linha (amicacina, canamicina ou capreomicina) (47, 48). A TDR-TB 

foi identificada no Irã entre 2006 e 2008 e é caracterizada como MDR-TB com resistência 

adicional a todos os medicamentos de primeira e segunda linha testados (49). Portanto, o 

tratamento da MDR-TB e da XDR-TB consiste em drogas de segunda linha, que são mais caras, 

mais tóxicas, menos eficazes, apresentam mais efeitos adversos e são utilizadas por um período 

de tempo maior (pelo menos 20 meses de tratamento) (46). 

O desenvolvimento de resistência pelo M. tuberculosis ocorre essencialmente através de 

mutações cromossomomais (50) e, a resistência medicamentosa pode ser tipicamente adquirida 

ou amplificada devido a fatores relacionados aos medicamentos, como a utilização inadequada 

dos mesmos (devido a falhas na prescrição ou à falta de adesão dos pacientes ao tratamento) ou 

devido à utilização de medicamentos inadequados ou de baixa qualidade (40, 46). A resistência 

pode ser considerada primária, ou seja, quando a infecção inicial se dá por uma cepa de M. 

tuberculosis com resistência medicamentosa, ou secundária, quando a infecção se dá por uma 

cepa suscetível e que, após o contágio, ocorre alguma mutação que a torna resistente (51). 

Outro fator relevante para o desenvolvimento de cepas resistentes é a coinfecção HIV/TB 

uma vez que a infecção por HIV favorece a sobrevivência e transmissão de cepas de M. 

tuberculosis entre os indivíduos coinfectados (40) e, adicionalmente, o índice de abandono ao 

tratamento é maior entre estes pacientes (52, 53). É importante observar também que o uso de 

antirretrovirais diminui a eficácia dos medicamentos anti-TB (52, 54). 
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A OMS estima a ocorrência de aproximadamente 310.000 casos de MDR-TB em 2011, 

sendo que quase 60% dos casos ocorreram na Índia, China e Rússia (11). As cepas XDR-TB 

apresentam uma ampla distribuição geográfica, sendo encontradas também no Brasil (43) e, no 

ano de 2011, 84 países reportaram à OMS pelo menos um caso de infecção com XDR-TB (11). 

Embora existam agentes quimioterápicos disponíveis para tratamento da TB, a resistência 

tornou-se um problema dramático. Existe uma urgente necessidade de serem introduzidos 

medicamentos mais eficazes e menos tóxicos, que atuem em alvos micobacterianos diferentes aos 

alvos das drogas atualmente utilizadas, com a finalidade de proporcionar um tratamento 

alternativo eficaz, inclusive para as infecções provocadas por MDR-TB e XDR-TB. Além disso, 

há a necessidade do desenvolvimento de novos medicamentos que sejam efetivos em caso de 

infecção latente (55, 56). 

 

1.5 POSSÍVEIS ALVOS MOLECULARES PARA O DESENVOLVIMENTO DE DROGAS 

ANTI-TB E A VIA DE SALVAMENTO DE PIRIMIDINAS 

 

As enzimas envolvidas na rota de salvamento de purinas e pirimidinas são consideradas 

alvos atrativos para desenvolvimento de agentes quimioterápicos para o tratamento de doenças 

infecciosas (12, 55). Desde que a toxicidade de compostos análogos de pirimidina para o 

crescimento celular foi identificada, eles têm sido largamente utilizados no tratamento de doenças 

virais e do câncer (57).  

Os nucleotídeos de pirimidina têm funções essenciais em muitos processos bioquímicos, 

em especial na biossíntese dos ácidos nucléicos. As rotas biossintéticas para moléculas de purinas 

e pirimidinas constroem a base para todos os demais passos do metabolismo de nucleotídeos e 

rotas relacionadas. Existem duas principais rotas para a síntese de nucleotídeos pirimidínicos: a 

via de novo e a de salvamento (58).  

Na rota de novo, a síntese de nucleotídeos inicia a partir de precursores simples 

(aminoácidos, ribose 5'-fosfato, CO2 e NH3), e resulta na formação do produto final 2'-

desoxitimidina 5'-trifosfato (dTTP) e dos intermediários obrigatórios uridina 5'-trifosfato (UTP), 

citidina 5'-trifosfato (CTP) e 2'-desoxicitidina 5'-trifosfato (dCTP) (58, 59). Uma vez que esta via 

requer um maior consumo de energia, as células utilizam preferencialmente a via de salvamento 
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para o aproveitamento das bases de pirimidina e nucleosídeos, provenientes dos nucleotídeos pré-

formados (58, 59).  

A rota de salvamento de pirimidinas possui diversas funções fisiológicas tais como, (i) a 

assimilação de bases exógenas livres e nucleosídeos, (ii) o fornecimento da pentose dos 

nucleosídeos exógenos, e de nitrogênio a partir do grupo amino dos compostos com citosina e, 

(iii) a reutilização de bases livres e nucleosídeos produzidos intracelularmente pelo catabolismo 

dos nucleotídeos (60).  

Diversas enzimas da via de salvamento de pirimidinas (Fig. 1) foram identificadas no M. 

tuberculosis H37Rv a partir da homologia de sequências no genoma da micobatéria (61) e estão 

representadas na Figura 1. São elas: dCTP deaminase (gene dcd) – que catalisa a conversão de 2'-

desoxicitidina 5'-trifosfato (dCTP) a 2'-desoxiuridina 5'-trifosfato (dUTP); desoxiuridina 

trifosfatase (dUTPase) (gene dut) – converte dUTP a 2'-desoxiuridina 5'-monofosfato (dUMP); 

timidilato sintase (gene thyA) – converte dUMP a 2'-desoxitimidina 5'-monofosfato (dTMP); 

dTMP kinase (gene tmk) – catalisa a conversão de dTMP a 2'-desoxitimidina 5'-difosfato (dTDP) 

seguida pela nucleosídeo difosfato quinase (NDP-quinase ou NDK) (gene ndkA), que converte 

dTDP a dTTP; citidina deaminase (CDA) (gene cdd) – converte citidina ou desoxicitidina a 

uridina ou desoxiuridina, respectivamente; pirimidina nucleosídeo fosforilase (PyNP) (gene 

deoA) – recicla o nucleosídeo timidina ou uridina a desoxiribose-1-fosfato e timina ou uracil; a 

enzima uracil fosforribosil transferase (UPRT) (gene upp) – catalisa a conversão de uracil e 5-

fosforribosil-α-1-pirofosfato (PRPP) a uridina 5'-monofosfato (UMP) e pirofosfato (PPi); citidina 

5'-monofosfato quinase (gene cmk) e uridina 5'-monofosfato quinase (MtUMPK) (gene pyrH), 

que catalisam a conversão reversível do grupamento -fosforil do nucleosídeo trifosfato para 

citidina 5'-monofosfato (CMP) e UMP, respectivamente, para gerar citidina 5'-difosfato (CDP) e 

uridina 5'-difosfato (UDP), respectivamente (55). 
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Figura 1. Visão geral da via de salvamento de pirimidinas em M. tuberculosis H37Rv 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Villela et al., 2011 (55). 

 

As enzimas envolvidas na via de salvamento de pirimidinas são consideradas alvos 

atrativos para o desenho racional de compostos contra a TB, uma vez que podem desempenhar 

um papel importante no estado de latência do bacilo causador da doença, pois é provável que o 

microrganismo tenha que reciclar bases e/ou nucleosídeos para sobreviver no ambiente hostil 

oferecido pelos macrófagos do hospedeiro (55).  

Além disso, uma estratégia para o desenvolvimento de drogas para o tratamento de 

doenças infecciosas, como a TB, é estudar a bioquímica básica do organismo causador da doença 

a fim de determinar quais as diferenças presentes entre o agente infeccioso e as células humanas. 

Tais conhecimentos podem ser explorados para o desenvolvimento de agentes terapêuticos que 

interagem especificamente com a enzima do microrganismo o que, por sua vez, resultaria em 

toxicidade seletiva (62).  
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A seletividade de vários agentes antivirais é baseada em diferenças existentes nas enzimas 

envolvidas no metabolismo das purinas e das pirimidinas e de rotas relacionadas (63). Para 

melhor exemplificar agentes terapêuticos que podem ser desenvolvidos baseados na diferença 

entre as enzimas (patogênica e humana), tomemos como exemplo o fármaco aciclovir, que atua 

contra o vírus do herpes simples e da varicela-zoster. Mesmo que as células humanas expressem 

várias nucleotídeo quinases e DNAs polimerases, a atividade antiviral do aciclovir é sobretudo 

devida a sua fosforilação seletivamente realizada pela timidina quinase do vírus. Por conseguinte, 

as células do hospedeiro convertem a forma monofosfada em trifosfato de aciclovir, que inibe a 

DNA polimerase viral (64). Outro exemplo é a zidovudina (AZT), inibidor da transcriptase 

reversa do HIV (para a qual apresenta uma afinidade 100 vezes superior à apresentada as DNA 

polimerase das células hospedeiras) (63). Portanto, o diferente reconhecimento de substratos 

entre enzimas homólogas podem representar um ponto de partida para o desenvolvimento de 

drogas anti-TB.  

Adicionalmente, inibidores seletivos que não necessitam de etapas de ativação – como, 

por exemplo, para a enzima desoxitimidina 5'-monofosfato quinase de M. tuberculosis – têm sido 

com sucesso desenhados com base no conhecimento das diferenças estruturais sutis entre as 

enzimas similares (65). 

 

1.5.1 Citidina monofosfato quinases 

 

As nucleosídeo monofosfato quinases (NMP-quinases) são enzimas envolvidas no 

metabolismo de nucleotídeos (66, 67). Elas atuam especificamente nos nucleosídeos 

monofosfatados (NMP) formados a partir das vias de novo ou de salvamento de nucleotídeos de 

purina ou pirimidina, catalisando a transferência reversível de um grupo -fosforil, a partir de um 

nucleosídeo trifosfatado, geralmente da adenosina 5'-trifostato (ATP) para um NMP (67, 68). 
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Figura 2. Esquema geral da via reversível de nucleotídeos pirimidínicos em E. coli 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Fricke et al., 1995 (69).  

 

 

A enzima citidina 5'-monofosfato quinase de Escherichia coli (CMP-quinase ou, CMK), 

pertencente a terceira família das NMP-quinases, é um exemplo típico das CMKs bacterianas 

(67). Ela faz parte da via reversível de síntese de nucleotídeos pirimidínicos (Figura 2) e realiza a 

reutilização do CMP e 2'-desoxi-citidina 5'-monofosfato (dCMP) (69). Esta enzima é responsável 

por formar CDP ou 2'-desoxi-citidina 5'-difosfato (dCDP) (66) os quais são posteriormente 

fosforilados para produzir CTP e dCTP (69), precursores de moléculas biológicas importantes 

como o RNA, o DNA e para a síntese de fosfolipídios (66). 

As enzimas CMKs bacterianas são consideradas alvos potenciais para o desenvolvimento 

de drogas, devido a divergências na estrutura primária e na especificidade pelo substrato, quando 

comparadas à UMP/CMP-quinase humana (66). Três principais diferenças são observadas nas 

NMP-quinases envolvidas na fosforilação de nucleosídeos pirimidínicos monofosfatados. Em 

primeiro lugar, em eucariotos, uma única enzima fosforila com similar eficiência UMP e CMP, 

enquanto que as CMKs bacterianas fosforilam UMP com uma velocidade muito baixa, sendo este 

papel atribuído a uma distinta CMP/UMP-quinase. Em segundo lugar, a CMK de E. coli fosforila 

dCMP com uma eficiência próxima a que faz com o CMP. Pelo contrário, as UMP/CMP-

quinases eucarióticas, fosforilam os correspondentes desoxinucleotídeos com uma eficiência 

muito baixa. Em terceiro lugar, as diferenças das características cinéticas, observadas entre as 

UMP/CMP-quinases eucarióticas e as CMKs bacterianas, podem ser atribuídas às diferenças nas 
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suas sequências de aminoácidos (66). Além disso, a CMK foi reportada como essencial para a 

viabilidade do Streptococcus pneumonia (70) e Bacillus subtilis (71). 

 

1.5.1.1 A enzima citidina 5'-monofosfato quinase de M. tuberculosis como possível alvo para o 

desenvolvimento de compostos inibidores 

 

O nosso grupo de pesquisa publicou, em 2009, que o gene cmk (Rv1712) em MTB 

(H37Rv) codifica uma funcional enzima, nomeada citidina 5'-monofosfato quinase de M. 

tuberculosis (MtCMK) (EC 2.7.4.14) (72). Neste trabalho, foi reportada a expressão heteróloga 

da proteína recombinante, purificação, sequenciamento da região N-terminal da proteína, análises 

de espectrometria de massa com ionização por eletrospray (ESI-MS), análise por cromatografia 

de exclusão por tamanho e estudos de cinética enzimática em estado estacionário. De modo geral, 

estes estudos serviram como ponto de partida para o trabalho desta tese. 

Assim como outros membros pertencentes à terceira família das NMP-quinases (66, 67), a 

enzima MtCMK catalisa a transferência de um grupo -fosforil do ATP, para os substratos CMP,  

dCMP ou para o UMP (72). Entretanto, a MtCMK preferencialmente fosforila CMP e dCMP 

(72). Adicionalmente, foi reportado que a proteína MtCMK recombinante é um monômero em 

solução e apresenta uma massa de 23,930.56 Da (72). A especificidade da MtCMK não é 

surpreendente, uma vez que foi demonstrado que o locus RV2883c (pyrH) em M. tuberculosis 

H37Rv codifica para uma uridina 5'-monofosfato quinase (MtUMPK) funcional, com preferência 

para o substrato UMP (73).  

Estudos de mutagênese utilizando-se transposons, sugerem que o gene cmk é essencial 

para o crescimento in vitro do M. tuberculosis H37Rv (74). Além disso, resultados obtidos por 

meio de caracterização fenotípica global de alta resolução, permitiram aos autores propor a 

essencialidade do gene cmk para o crescimento in vitro do bacilo em meio contendo glicerol e 

colesterol (fontes de carbono críticas durante a infecção) (75). Ainda que, a CMK de E. coli (uma 

bactéria gram negativa) não é essencial para este organismo, o mutante nulo para o gene cmk 

apresentou uma significante deficiência no crescimento, diminuição na velocidade de replicação 

e sensibilidade ao frio (69).  

Estudos demonstram que, para as bactérias gram-negativas E. coli (69) e S. typhimurium 

(76), a função fisiológica fundamental da CMK é realizar a fosforilação do CMP produzido 
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durante a reciclagem dos ácidos nucleicos para produzir as moléculas di- e tri-fosfatadas e, que a 

inativação do gene cmk resulta em aumento dos níveis intracelulares de CMP e na excreção de 

uracila e citidina (69, 76), visto que, na ausência da enzima CMK, o CMP pode acumular como 

subproduto da síntese de fosfolipídios ou oriundo da clivagem hidrolítica do RNAm (69). Assim, 

o papel fisiológico da enzima MtCMK é de reciclar CMP à CDP (72), o qual é rapidamente 

fosforilado à CTP pela NDP-quinase inespecífica, ou reduzido à dCDP (77). Em bactérias, o 

CDP, assim como a adenosina 5'-difostato (ADP), o UDP e a guanosina 5'-difostato (GDP), 

podem também resultar da clivagem fosforolítica do RNAm pela polinucleotídeo fosforilase (78, 

79).  

Embora até o momento não haja nenhuma estrutura cristalográfica disponível para a 

proteína MtCMK, já foi publicado o primeiro modelo tridimensional da MtCMK na forma apo e 

complexada com CMP (80). Na estrutura tridimensional das CMKs, são encontrados os três 

domínios clássicos das NMP-quinases (80, 81): o domínio CORE (composto por cinco folhas 

beta paralelas centrais, rodeadas por alfa hélices); um domínio LID que, como uma tampa, fecha 

o sítio ativo durante a ligação do ATP; e o domínio de ligação NMP, que fecha o sítio ativo sob a 

ligação do aceptor de fosfato (66).  

De modo clássico, as NMP-quinases são divididas em duas famílias, as pequenas e as 

longas NMP-quinases, de acordo com a forma curta ou longa do domínio LID (66). A adenilato 

quinase é um exemplo de NMP-quinase longa, com uma inserção de 27 resíduos no domínio 

LID. Em contrate, as UMP/CMP-quinases eucarióticas têm um pequeno domínio LID (66).  

As proteínas CMKs bacterianas possuem características distintas das citadas 

anteriormente, contendo um curto domínio LID, e uma inserção de 40 resíduos de aminoácidos 

no domínio NMP, sendo classificadas em uma terceira família das NMP-quinases (67).  

A estrutura global da proteína MtCMK é similar a outras NMP-quinases cuja estrutura 

tridimensional foi resolvida. O domínio LID na MtCMK corresponde ao segmento Arg160-

Asp174, enquanto o domínio NMP corresponde ao segmento Gly38-Glu123 e é formado por 

duas folhas beta e cinco hélices alfa (80). Na MtCMK é encontrado o P-loop, que é uma 

sequência fingerprint Gly13-X-X-Gly16-X-Gly18-Lys19, onde X representa qualquer 

aminoácido que caracteriza as proteínas que se ligam, por exemplo, ao ATP e faz parte do motivo 

de ligação de nucleotídeos (80).  
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Na estrutura da tridimensional da MtCMK, determinada por modelagem molecular na 

ausência do CMP (80), o domínio LID na apoenzima aparece numa conformação aberta, 

entretanto, assume uma conformação mais fechada na presença do CMP, ao mesmo tempo foi 

demonstrado a ocorrência de grandes alterações na estrutura em regiões contendo alças e no 

domínio de ligação NMP.  

A fim de identificar os resíduos na interface do complexo biomolecular que podem ser 

responsáveis por doar ou receber prótons, as principais interações entre os resíduos de 

aminoácidos da MtCMK com o receptor do grupamento fosforil devem ser levadas em 

consideração. 

Os resíduos da MtCMK que estão envolvidos na interação com o CMP por meio de 

ligação de hidrogênio (nomeados: Arg111, Asp134, Arg133, Arg183, Asp187) (80) são altamente 

conservados entre as NMP-quinases (82). Caceres e colaboradores (80) demonstraram que estes 

contatos incluem interações (i) da Arg133 com o fosfato α do CMP, e também com a citosina; (ii) 

da Arg183 e do Asp187 com a pentose; (iii) e interações da Arg111, Arg190 e do Asp134 com a 

citosina. 

Tais conhecimentos, agregados aos estudos desenvolvidos na presente tese, podem ser 

explorados para o desenvolvimento de compostos que interajam especificamente com a enzima 

do M. tuberculosis, resultando em toxicidade seletiva (62). Além disso, tem sido proposto que a 

seletividade de agentes inibidores, mesmo quando enzimas homólogas apresentam atividade 

catalítica semelhante, depende também de fatores como a diferença de especificidade destas 

enzimas pelos substratos (64). Tais diferenças podem, ocasionalmente, ser observadas na 

estrutura primária (55) e nas propriedades cinéticas das enzimas homólogas (64).  
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2 JUSTIFICATIVA 

 

Atualmente, a vigilância do tratamento e a realização de pesquisas avançadas para o 

desenvolvimento de novas drogas, se tornaram prioridades na luta contra a TB. Embora o número 

de casos de TB tenha diminuído, o M. tuberculosis continua entre os principais agentes 

infecciosos envolvidos em desfechos fatais (83). A emergência de cepas de M. tuberculosis 

MDR, XDR e TDR, e sua rápida propagação em países populosos, nos quais grande parte da 

população vive em condições de pobreza, torna urgente o desenvolvimento de novos 

medicamentos para o tratamento da doença (1). 

Vias de síntese de nucleotídeos, especialmente as vias de salvamento, são consideradas 

fontes de alvos moleculares para medicamentos antibacterianos (84), que possam ser futuramente 

utilizados no tratamento de cepas de M. tuberculosis resistentes e durante a fase de latência (12, 

55). 

Medindo esforços para a pesquisa por novos alvos, o nosso grupo de pesquisa estuda as 

enzimas da biossíntese de purinas e pirimidinas, a fim de determinar a sua relevância no 

metabolismo do M. tuberculosis. Novas abordagens para o desenvolvimento de compostos contra 

doenças complexas, especialmente doenças endêmicas negligenciadas, são baseadas no uso de 

alvos moleculares definidos (12). Tais abordagens facilitam a pesquisa e identificação de 

compostos líderes, com mecanismos moleculares definidos contra um alvo específico. Além 

disso, permitem a análise de um número maior de compostos com melhor custo benefício. Muito 

ainda há que ser explorado neste contexto, uma vez que o repertório de agentes 

antimicobacterianos disponível compreende apenas alguns alvos validados como a RNA 

polimerase, DNA girase, enoil-ACP redutase e ATP sintase (85). 

Considerando que muitas vias anabólicas e catabólicas podem ser diferencialmente 

reguladas em resposta às condições extremas do interior dos macrófagos, uma melhor 

compreensão das vias essenciais utilizadas pelo bacilo para a sobrevivência durante a infecção é 

crucial para uma abordagem racional no desenvolvimento de novas drogas contra o M. 

tuberculosis. 

Deste modo, a caracterização bioquímica detalhada da MtCMK é de grande relevância 

para o entendimento do seu papel na biologia do bacilo causador da TB. Estudos cinéticos e de 

calorimetria de titulação isotérmica, visando o entendimento do mecanismo de ação da enzima 
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em questão, podem prover uma base sólida para posteriores estudos de inibição. Além disso, 

estes estudos representam um passo inicial na pesquisa por inibidores com alvo molecular 

definido. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL E JUSTIFICATIVA 

 

Este trabalho teve como objetivo a caracterização bioquímica e biofísica da enzima 

citidina 5'-monofosfato quinase (EC 2.7.4.14) de M. tuberculosis H37Rv. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Produção e ensaio de atividade da enzima recombinante MtCMK; 

2. Determinação das constantes cinéticas verdadeiras em estado estacionário da 

reação catalisada pela enzima MtCMK com o AraCMP; 

3. Determinação do mecanismo cinético através da técnica de ITC e das constantes 

de afinidade de ligação da enzima aos substratos; 

4. Determinação, através da técnica de ITC, do número de prótons envolvidos na 

interação entre a MtCMK e o substrato receptor do grupamento fosforil;  

5. Determinação dos parâmetros termodinâmicos envolvidos na formação do 

complexo binário entre a MtCMK e o substrato receptor do grupamento fosforil, em função da 

variação da temperatura; 
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Abstract 

 

Cytidine monophosphate kinase from Mycobacterium tuberculosis (MtCMK) likely plays 

a role in supplying precursors for nucleic acid synthesis. MtCMK catalyzes the ATP-

dependent phosphoryl group transfer preferentially to CMP and dCMP. Initial velocity 

studies and Isothermal titration calorimetry (ITC) measurements showed that MtCMK 

follows a random-order mechanism of substrate (CMP and ATP) binding, and an 

ordered mechanism for product release, in which ADP is released first followed by CDP. 

The thermodynamic signatures of CMP and CDP binding to MtCMK showed favorable 

enthalpy and unfavorable entropy, and ATP binding was characterized by favorable 

changes in enthalpy and entropy. The contribution of linked protonation events to the 

energetics of MtCMK:phosphoryl group acceptor binary complex formation suggested a 

net gain of protons. Values for the pKa of a likely chemical group involved in proton 

exchange and for the intrinsic binding enthalpy were calculated. The Asp187 side chain 

of MtCMK is suggested as the likely candidate for the protonation event. Data on 

thermodynamics of binary complex formation were collected to evaluate the contribution 

of 2'-OH group to intermolecular interactions. The data are discussed in light of 

functional and structural comparisons between CMP/dCMP kinases and UMP/CMP 

ones.  

 

Keywords: cytidine monophosphate kinase; Mycobacterium tuberculosis; enzyme 

mechanism; isothermal titration calorimetry; proton linkage; intrinsic binding enthalpy. 
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1. Introduction1 

 

Human tuberculosis (TB), caused mainly by Mycobacterium tuberculosis, remains 

one of the most critical problems for global health control, reaching over 1.4 million 

deaths in 2010 [1-3]. TB “short-course” therapy consists of 2 months of treatment with 

rifampicin, isoniazid, ethambutol and pyrazinamide, followed by 4 months of treatment 

with isoniazid and rifampicin [3]. However, noncompliance with TB treatment gives rise 

to appearance of drug-resistant strains of M. tuberculosis [4,5,6], which underlines the 

need for alternative therapeutic chemical entities to both shorten the duration of therapy 

and combat the problem of clinical drug resistance. As the cmk-gene product has been 

predicted to be required for optimal in vitro growth of M. tuberculosis H37Rv strain by 

Himar1-based transposon mutagenesis [7]. More recently, high-resolution global 

phenotypic profiling results have prompted the proposal that the cmk-gene product is 

essential for in vitro growth in glycerol and cholesterol (a critical carbon source during 

infection) media [8]. Accordingly, efforts to understand the mode of action of the cmk-

gene product appear to be worth pursuing to provide a basis for function-based design 

of inhibitors with potential anti-tubercular activity. 

                                                 
1
 Abbreviations used: ADP, adenosine 5’-diphosphate; AraCMP, cytosine-β-D-arabinofuranoside 5-monophosphate; 

ATP, adenosine 5'-triphosphate; CDP; cytidine 5'-diphosphate; CHES; Cyclohexylaminoethanesulfonic acid; CMP, 

cytidine 5'-monophosphate; CMK, cytidine 5-monophosphate kinase; dCMP, 2-deoxy-cytidine 5-monophosphate; 

ddCMP, 2-3-dideoxy-cytidine 5-monophosphate; ESI-MS, electrospray ionization mass spectrometry; HEPES, N-

2-hydroxyethylpiperazyne-N’-2-ethanesulfonic acid; HEPPS, N-2Hydroxyethylpiperazine-N'-3-propane-sulfonic 

acid; ITC; Isothermal Titration Calorimetry; LDH; lactate dehydrogenase; MES; 2-(N-Morpholino)ethanesulfonic 

acid; MOPS; 3-(N-Morpholino)propanesulfinic acis; MtCMK, cytidine monophosphate kinase from Mycobacterium 

tuberculosis; NADH, reduced nicotinamide adenine dinucleotide; NMP, nucleoside monophosphate; NMP kinases, 

nucleoside monophosphate kinases; PEP, phosphoenolpyruvate; PK, pyruvate kinase; SDS-PAGE, sodium dodecyl 

sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis; TB, tuberculosis; Tris, tris(hydroxymethyl)aminomethane; UMP, uridine 

5-monophosphate; UMPK, uridine 5-monophosphate kinase  
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Nucleoside monophosphate (NMP) kinases play pivotal roles in both de novo 

synthesis and salvage pathway of DNA and RNA precursors [9, 10]. Bacterial cytidine 

5-monophosphate (CMP) kinase (CMK), which is part of pyrimidine nucleotide 

interconversion pathways, catalyzes the -phosphoryl group transfer from, usually, 

adenosine-5-triphosphate (ATP) to either CMP or 2-deoxy-CMP (dCMP). We have 

previously reported that cmk gene in M. tuberculosis encodes a protein with CMK 

activity (MtCMK), which catalyzes the phosphoryl transfer from ATP to dCMP, CMP or 

uridine 5-monophosphate (UMP) to form the corresponding nucleoside diphosphates 

[11]. However, MtCMK preferentially phosphorylates dCMP and CMP, whereas UMP is 

a poor substrate [11] (Fig. 1). The specificity of MtCMK for dCMP and CMP is not 

surprising since it has recently been shown that the Rv2883c locus (pyrH) in M. 

tuberculosis codes for a functional uridine 5-monophosphate kinase (MtUMPK) [12]. 

Bacterial CMP kinases are regarded as potential drug targets due to the primary 

structure divergence and substrate affinity when compared with the human orthologue 

UMP/CMP kinase [13]. In addition, CMK enzymes have been reported to be essential for 

different organisms: Streptococcus pneumonia [14], Bacillus subtilis [15], Salmonella 

typhimurium [16] and, probably, M. tuberculosis [7, 8] due to its proposed role in 

recycling nucleotides derived from RNA degradation in the latter [11].  

NMP kinases undergo large conformational changes upon binding of substrates 

[17]. NMP kinases have an overall well-conserved fold with three domains [18]: the 

relatively rigid CORE domain (containing a five-stranded parallel -sheet), the LID 

domain that closes the active site upon ATP binding, and the NMP binding domain, 

which closes the active site upon binding of the phosphate acceptor. NMP kinases are 
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divided into short and long forms. The latter group consists of adenylate kinases with an 

insertion of approximately 27 amino acid residues in the LID domain [13]. Bacterial 

CMKs, including MtCMK, belongs to a third family of NMP kinases as they possess 

distinct features: a short LID domain, and an insertion of 40 amino acid residues in the 

NMP-binding domain [18]. 

In the present work, isothermal titration calorimetry (ITC) studies were performed 

to determine the order, if any, of addition of substrates (CMP and ATP) to and release of 

products (CDP and ADP) from MtCMK. Initial velocity studies were also carried out to 

evaluate the specificity of MtCMK for phosphate acceptor using cytosine-β-D-

arabinofuranoside 5-monophosphate (AraCMP) and 2-3-dideoxy-cytidine 5-

monophosphate (ddCMP) as substrates. The number of protons released/taken up upon 

binary complex formation between MtCMK and either CMP, dCMP or AraCMP were 

evaluated using buffers with different enthalpies of ionization. An estimate for the pKa of 

a likely chemical group involved in proton exchange upon binary complex formation was 

obtained from pH-dependence of the binding energetics. A linkage between binary 

complex formation and protonation was observed and a value for the intrinsic enthalpy 

of binding was determined. Data on thermodynamics of CMP, dCMP and AraCMP 

binding to MtCMK were collected to evaluate the contribution of 2'-OH group to binary 

complex formation. The data here presented provide a thermodynamic evaluation of the 

role of ionizable groups involved in MtCMK:CMP, MtCMK:dCMP and MtCMK:AraCMP 

complex formation. 

 

2. Materials and Methods 
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2.1 Materials 

 

Chemicals were of analytical or reagent grade and used without further 

purification. ATP, CMP, cytidine 5-diphosphate (CDP) and dCMP were purchased from 

Sigma-Aldrich. AraCMP was obtained from Santa Cruz Biotechnology® and ddCMP 

from Synfine Research. All purification steps were carried out using an ÄKTA system 

(GE Healthcare) at 4 C and sample elution was monitored by UV detection. Protein 

fractions were analyzed by SDS-PAGE 12% [19]. The steady-state activity assays were 

performed using a UV-2550 UV/Visible spectrophotometer (Shimadzu) in 1 cm 

pathlength cuvettes and assay mixtures of 500 µL final volume. ITC experiments were 

carried out using an iTC200 Microcalorimeter (MicroCal, Inc., GE Healthcare). 

 

2.2 Protein preparation 

 

Electrocompetent BL21(DE3) E. coli cells were transformed with pET-23a(+)::cmk 

recombinant plasmid, and cell growth and purification steps of MtCMK were as 

described elsewhere [11]. The pooled fractions were dialyzed against 50 mM Tris-HCl 

pH 7.5, 50 mM KCl and 5 mM MgCl2, concentrated using an AMICON (Millipore 

Corporation, Bedford, MA) ultrafiltration membrane (MWCO = 10 kDa), and stored at -80 

ºC. Total protein concentration was determined by the method of Bradford [20], using 

the Bio-Rad protein assay kit (Bio-Rad Laboratories) and bovine serum albumin as 
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standard. As described elsewhere [11], a typical yield of 5 mg of homogeneous 

recombinant MtCMK per liter of cell culture could be obtained. 

 

2.3 Enzyme activity assays and determination of steady-state kinetic parameters  

 

Enzyme activity was routinely measured using CMP and ATP as substrates and 

the reaction was started by the addition of recombinant MtCMK. All enzyme activity 

measurements were carried out at 25 C. The ADP product formation was coupled to 

chemical reactions catalyzed by pyruvate kinase (PK; EC 2.7.1.40) and lactate 

dehydrogenase (LDH; EC 1.1.1.27), and the decrease in absorbance at 340 nm (εβ-NADH 

= 6.22 x103 M-1 cm-1) due to NADH oxidation was monitored as described elsewhere 

[11, 21, 22]. The enzyme assay mixture contained 40 mM Hepes pH 7.6, 40 mM KCl 

and 5 mM MgCl2, 1.5 mM PEP, 0.2 mM NADH, 6 U mL-1 PK, and 5 U mL-1 LDH. Initial 

steady-state rates were calculated from the linear portion of the reaction curve under 

experimental conditions in which less than 5 % of substrate was consumed. 

To evaluate further the specificity for phosphate acceptor, CMP was replaced with 

either AraCMP or ddCMP (nucleoside monophosphate analogs), at varying 

concentrations, utilizing the coupled standard assay. Initially, increasing amounts of 

MtCMK were added to the reaction mixture, and measurements of enzymatic reaction 

with the nucleotide analogue AraCMP (1 mM) and the substrate ATP (1 mM) were 

carried out to determine the range in which the enzyme activity is linearly dependent on 

recombinant enzyme concentration. The true steady-state kinetic parameters and initial 

velocity patterns for AraCMP were evaluated by measuring the enzyme activity in the 
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presence of several concentrations of AraCMP (30-800 µM) against fixed-varying 

concentrations of ATP (150, 350, 800, 1200 and 2000 µM). The apparent steady-state 

kinetic parameters were determined for ddCMP at fixed concentration of ATP (2 mM) 

and varying concentrations of the phosphate acceptor (0.1-50 mM). Data analysis was 

performed using SigmaPlot 2000 (SPSS, Inc.) software. One unit of MtCMK activity is 

defined as the amount of enzyme that catalyzes the formation of 1 µmol of ADP product 

per minute. All the measurements were corrected for non-catalyzed chemical reactions 

in the absence of MtCMK. 

 

2.4 Isothermal titration calorimetry (ITC) 

 

A typical ITC experiment consisted of injections of ligand into protein, with both 

solutions in the same buffer. The reference cell (200 μL) was loaded with Milli Q water 

and the sample cell (200 μL) was filled with MtCMK. A total of either 18 or 25 injections, 

each of 2.2 µL or 1.62 µL volume injections, respectively, were carried out with 5 s 

duration, at 180 s intervals. An initial pre-injection of 0.5 µL was made and the result 

from this injection was not used for data analysis. The amount of power required to 

maintain the reaction cell at constant temperature after each injection was monitored as 

a function of time. To correct for the heat effects not directly related to the binding 

reaction (heat of dilution and mixing), control experiments were performed by making 

identical injections of the titrant solution into buffer. The control titrations were subtracted 

from the experimental titrations prior to data analysis. The stirring speed was 500 rpm at 

a constant pressure and the enzyme was prepared for ITC experiments by dialysis 

against the desired buffer at 4 C. 
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To determine the order of addition of substrates and release of products, 

equilibrium binding values for binary complex formation were measured by ITC, 

determining the heat transferred upon ligand binding to MtCMK in 50 mM Hepes pH 7.5, 

50 mM KCl and 5 mM MgCl2 at 25 C. The sample cell contained MtCMK at 115-140 µM 

concentration range and the injection syringe contained substrates or products at the 

following concentrations: 4 mM CMP, 2.5 mM ATP, 4 mM CDP, and 2.5 mM ADP.  

To assess whether there is any proton exchange between buffer and 

MtCMK:ligand binary complex formation (proton linkage), binding experiments were 

carried out at various pH values at 25 C (298.15 K) in buffers with different enthalpies 

of ionization (ΔHion). Buffers and their ionization enthalpies at 25 C were as follows: 

Carbonate (2.1 kcal mol-1), MES (3.58 kcal mol-1), Hepes (4.94 kcal mol-1), MOPS (5.0 

kcal mol-1), HEPPS (5.06 kcal mol-1), Bis-Tris (6.75 kcal mol-1), Imidazol (8.7 kcal mol-1), 

Ches (9.45 kcal mol-1), Tris (10.32 kcal mol-1) and Glycine (10.45 kcal mol-1) [23]. All 

buffers were at 40 mM concentration, and contained 40 mM KCl and 5 mM MgCl2. 

Calorimetric data on binary complex formation as a function of enthalpy of ionization of 

buffer were collected with 140 M MtCMK in the sample cell, and syringe concentrations 

were 4 mM for CMP, 3 mM for dCMP, and 2 mM for AraCMP. Control titrations were 

performed to subtract the heats of dilution and mixing for each experiment.  

 

2.5 Sequence alignment 

 

Amino acid sequence alignment was performed using the MEGA software version 

4 [24] to identify the residues that are likely to play a role in nucleotide substrate binding. 
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The amino acid sequence of CMK from Mycobacterium tuberculosis H37Rv 

(NP_216228.1) was aligned to the amino acid sequences of “short” human form 

UMP/CMP kinase (SP_P30085) and to Escherichia coli CMK (EcCMK) (GB_ 

ABJ00327.1), whose three-dimensional structures have been solved [13, 18, 25, 26]. 

 

2.6 Molecular modeling 

 

 The homology modeling approach, implemented in the MODELLER [27] 9v10 

program, was used to build the models for MtCMK associated with CMP, dCMP and 

AraCMP, and E.coli CMK was employed as template (PDB ID: 1KDO, 1KDR and 

1KDP). The protocol used in the modeling experiments generated 10 models for each 

MtCMK:ligand complex. All models were submitted to the DOPE [28] energy scoring 

function that is implemented in the MODELLER 9v10 aiming to select the best 

structures. The MOLPROBITY webserver [29] and PROCHECK [30] were employed to 

verify and validate the stereochemical quality of the models. Intermolecular hydrogen 

bonds were calculated and displayed with the program LIGPLOT [31]. 

 

2.7 Data analysis 

 

The kinetic and binding parameters, as well as their standard errors were 

obtained from data fitting to appropriate equations by using the nonlinear regression 

function of SigmaPlot 2000 (SPSS, Inc.). Initial rate data at a single concentration of the 

fixed substrate were fitted to the Michaelis-Menten equation (Eq. 1) [32], in which v is 
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the initial velocity, V is the apparent maximum initial velocity, A is the varying substrate 

concentration and K represents the apparent Michaelis-Menten constant. 

 

AK

VA
v


            Eq. 1 

 

The family of lines intersecting to the left of the y-axis in double-reciprocal plots was 

fitted to Eq. 2, which describes a mechanism involving ternary complex formation and a 

sequential substrate binding [32]. 

 

ABAKBKKK

ABV
v

babia 
 max         Eq. 2 

 

For Eq. 2, v is the initial velocity (as for Eq. 1), Vmax is the true maximum initial velocity, 

A and B are the concentrations of the substrates, Ka and Kb are their respective 

Michaelis-Menten constants, and Kia is the dissociation constant for enzyme-substrate A 

binary complex formation. 

The equilibrium binding constants (Keq), the observed enthalpy change (∆H0
obs), 

and stoichiometry (N) of the formation of the complex were determined by fitting the 

binding isotherms to the standard Marquardt non-linear regression method provided in 

the Origin 7 SR4 software (Microcal, Inc.). The overall binding isotherms were best fitted 

to a model of one set of sites. To obtain the magnitudes of Gibbs free energy (∆G0) and 

the entropy changes (∆S0), the ITC data were fitted to the thermodynamic relationship 
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described in Eq. 3 [33], in which R is the gas constant (1.98 cal K-1 mol-1 or 8.314 J K-1 

mol-1) and T is the temperature in Kelvin (T = °C + 273.15). 

 

000 ln STHKRTG eq          Eq. 3 

 

The number of protonation events occurring upon complex formation was 

determined by plotting the observed enthalpy values (∆H0
obs) from titration experiments 

at constant pH in multiple buffers against the enthalpy of ionization of each buffer 

(∆Hion), and fitting the data to Eq. 4. The slope of this linear function is equal to the 

number of protons released (∆nH+ > 0) or taken up (∆nH+ < 0) by the buffer on 

protein:ligand binary complex formation, and the y-intercept gives the enthalpy (ΔH0
bind) 

of binding that would be measured in a buffer with ∆Hion equal to zero [34]. 

 

ionHbindobs HnHH  

00         Eq. 4 

 

The value of binding enthalpy measured in a buffer with enthalpy of ionization 

equal to zero (ΔH0
bind) contains contributions from protonation, and thereby does not 

correspond to the intrinsic binding enthalpy (ΔH0
int). An estimate for the value of ΔH0

int 

can be derived from fitting the data to Eq. 5 [34, 35]: 

 

p

cf

pHbind HHHnHH   0

int

0        Eq. 5 
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The terms of the above equation are as follows: ΔHf
p is the enthalpy of protonation of 

free protein, Hc corresponds to the fractional saturation of protons in the protein in 

complex with ligand (given by Eq. 6), and ΔHp represents the change in enthalpy of 

protonation of free protein that occurs upon binding of the ligand. For Eq. 6, Kc
p 

represents the proton affinity constant for the liganded form of enzyme.  

 

 
 pHc

p

pHc

pc

K

K
H








101

10
          Eq. 6 

 

The pKa for the amino acid side chain involved in proton linkage (proton 

exchange) upon binary complex formation can thus be estimated from determination of 

∆nH+ values at different pHs [34, 35]. The observed ligand binding constant (Kobs) at any 

proton activity (aH+ = 10-pH) is given by Eq. 7, in which Kint represents the intrinsic ligand 

binding constant (the binding constant for the unprotonated protein), 10pKc
p represents 

Kc
p (proton affinity constant for the liganded form of enzyme), and 10pKf

c represents the 

proton affinity constant for the free form of enzyme (Kf
p) [34].  
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101
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 Eq. 8 (obtained by combining Eq. 4 and Eq. 5) gives a three-dimensional surface 

relating ∆H0
obs to pH and ∆Hion [34]. 
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ionHp

cf

pHobs HnHHHnHH   0

int

0       Eq. 8 

 

3. Results and discussion 

 

3.1 Substrate specificity parameters 

 

Although it has been shown that MtCMK preferentially phosphorylates dCMP and 

CMP [11], further studies to evaluate the enzyme specificity appeared to be warranted to 

assess the role, if any, of 3'-OH (ddCMP) and stereochemistry of 2'-OH groups of the 

pentose. Accordingly, to evaluate whether or not a D-arabinose-containing phosphoryl 

group acceptor could act as a substrate for MtCMK enzyme, steady-state kinetic 

measurements were carried out with AraCMP as substrate. However, before embarking 

on determination steady-state kinetic parameters, experimental conditions for initial 

velocity measurements should be established. The activity of MtCMK in the presence of 

AraCMP and ATP substrates was linearly dependent (linear correlation coefficient = 

0.997543; p < 0.0001) on protein concentration in the reaction mixture (data not shown), 

thereby showing that true initial velocities are being measured in this protein 

concentration range. Accordingly, steady-state kinetics measurements were carried out 

in assay mixtures containing 50 nM of recombinant MtCMK. All initial velocity 

measurements were carried out in duplicates. The double-reciprocal plots for the 

dependence of enzyme velocity on varying AraCMP concentrations at fixed-varied ATP 

concentrations, and varying ATP concentrations at fixed-varied AraCMP concentrations 

showed a pattern of intersecting lines to the left of the y-axis (Fig. 2). These data are 
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consistent with ternary complex formation and suggest a sequential mechanism. In 

addition, this pattern of lines rules out ping-pong (parallel lines), steady-state random 

(that gives non-linear reciprocal plots), and rapid-equilibrium ordered (one of the family 

of lines should cross at a single value on the y-axis) mechanisms. However, the double-

reciprocal plots alone cannot distinguish between rapid-equilibrium random and steady-

state compulsory ordered bi bi mechanisms. A sequential mechanism is used to denote 

systems in which all substrates must bind to the enzyme before any product is released. 

In the rapid-equilibrium random mechanism, any substrate can bind to free enzyme on 

route to ternary complex formation, and all steps that precede the rate-limiting catalytic 

step are at equilibrium. In a steady-state compulsory ordered mechanism, the ternary 

complex is formed following an ordered substrate addition, and the rate constants of the 

binding events are of the same order of magnitude as the rate constant for the chemical 

conversion of substrates into products. The double-reciprocal data were fitted to the 

equation for a sequential initial velocity pattern (Eq. 2), yielding the following values for 

the true steady-state kinetic parameters (linear correlation coefficient = 0.9885; p < 

0.0001): kcat = 3.8 (± 0.1) s-1, KAraCMP = 106 (± 6) µM, kcat/KAraCMP = 0.36 (± 0.02) x 105 M-

1s-1, KATP = 402 (± 25) µM, and kcat/KATP = 9.5 (± 0.6) x 103 M-1s-1. Interestingly, no 

enzyme activity could be detected with up to 50 mM of ddCMP as phosphoryl group 

acceptor in the presence of 2 mM ATP. 

 

3.2 Enzyme mechanism assessed by equilibrium binding of substrates and products 

 

We have previously reported that the double-reciprocal plots for the dependence 

of enzyme velocity on varying CMP concentrations at fixed-varied ATP concentrations, 
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and varying ATP concentrations at fixed-varied CMP concentrations showed a pattern of 

intersecting lines to the left of the y-axis [11]. However, as reported here for AraCMP, 

these data could not distinguish between rapid-equilibrium random and steady-state 

compulsory ordered bi bi mechanisms. Accordingly, equilibrium binding constants for 

binary complex formation between MtCMK and either substrates (CMP and ATP) or 

products (CDP and ADP) were determined by ITC to determine the enzyme mechanism 

followed by MtCMK. It is important to point out that CMP was here employed as a 

surrogate for the alternative phosphoryl group acceptors (dCMP, UMP, and AraCMP), 

as MtCMK shows a slight preference to phosphorylate CMP [11]. The binding reactions 

were characterized by exothermic heat changes (top panels of Fig. 3) of binding of CMP 

(Fig. 3A), ATP (Fig. 3B), CDP (Fig. 3C) and ADP (Fig. 3D) to MtCMK. The enthalpy of 

binding for each injection (calculated as the individual heat of binding upon integration 

and normalization of raw data, corrected for the heat of ligand dilution, and divided by 

the number of moles injected) are shown in the bottom panels of Fig. 3. The ITC data 

were best fitted to one binding site model, consistent with MtCMK being a monomer in 

solution [11]. The ITC results suggest that CMP (Fig. 3A) and ATP (Fig. 3B) substrates 

can bind to free MtCMK enzyme. The thermodynamic parameters (Table 1) for CMP 

were Kd = 58 ( 6) µM, ∆H0
obs = -6.9 ( 0.6) kcal·mol-1, G0

obs = -5.7 ( 0.6) kcal mol-1, 

and -TS0
obs = +1.2 ( 0.1) kcal mol-1. For ATP, the thermodynamic parameters (Table 

1) were Kd = 266 ( 16) µM, ∆H0
obs = -4.6 ( 0.1) kcal·mol-1, G0

obs = -4.9 ( 0.3) kcal 

mol-1, and -TS0
obs = -0.29 ( 0.02) kcal mol-1. As the pattern of intersecting lines to the 

left of the y-axis suggested either rapid-equilibrium random mechanism or steady-state 

compulsory ordered mechanism, the ITC data provide support for the random 
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mechanism of substrate binding to MtCMK (Fig. 4). Incidentally, it has been put forward 

that the mere demonstration that both substrates can bind to the free enzyme points 

towards a random-order mechanism [36]. The ITC titrations also suggest that the 

product CDP can bind to free enzyme (Fig. 3C), with the following thermodynamic 

parameters (Table 1): Kd = 44 ( 7) µM, ∆H0
obs = -12.8 ( 0.5) kcal·mol-1, G0

obs = -5.8 

( 0.9) kcal mol-1, and -TS0
obs = +7 ( 1) kcal mol-1. No titration of ADP binding to free 

MtCMK enzyme could be observed by ITC (Fig. 3D), even though small heat signals 

corresponding to nonspecific heat effects were apparent. As there is a limit of 1 mM for 

measurable dissociation constant values by ITC titrations [33], it is possible that ADP 

binds to free enzyme with a dissociation constant larger than 1mM. Notwithstanding, 

these data suggest that MtCMK follows an ordered product release mechanism, in which 

ADP is released first followed by CDP dissociation from MtCMK:CDP binary complex to 

yield free enzyme (Fig. 4). It should, however, be pointed out that this order of substrate 

binding and product release is suggested on the basis of thermodynamic and not kinetic 

results. Interestingly, a sequential ordered mechanism for addition of substrates and 

release of products has been proposed for E. coli CMK enzyme [26]. As will be 

discussed in more detail in section 3.4, ITC measurements of dCMP binding to MtCMK 

(Table 2) yielded dissociation constant values that were in the same range as for CMP 

at 25 C (Table 1). 

 

3.3 Thermodynamic signatures of substrate(s) and product(s) interactions. 
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 The heat changes brought about by protein-ligand complex formation provide 

thermodynamic signatures of non-covalent interactions to each binding process. 

Observed enthalpies arise largely as a result of changes in interatomic interactions (e.g., 

hydrogen bonds and/or van der Waals interactions), in which the sign indicates whether 

there is a net favorable (negative ΔH) or unfavorable (positive ΔH) redistribution of the 

network of interactions between the reacting species (including solvent) [33]. 

Hydrophobic interactions are related to the relative degrees of disorder in the free and 

bound systems and thus these interactions are reflected in the entropy change. The 

release of “bound” water molecules from a surface to the bulk solvent is usually a source 

of favorable entropy (positive ΔS). A reduction in conformational states in either ligand 

or protein upon complex formation is entropically unfavorable (negative ΔS) [33].  

CMP and CDP binding processes to free MtCMK were characterized by favorable 

binding enthalpy, unfavorable entropic contribution, and similar dissociation constant 

values (Table 1). The unfavorable entropic contribution for CMP binding process is likely 

due to large motions of NMP domain that occurs on MtCMK:CMP binary complex 

formation [37]. The larger unfavorable entropy for CDP may indicate protein 

conformational changes that restrict the protein to a particular conformer to facilitate 

product release from MtCMK:CDP binary complex to yield free enzyme, which is 

compensated for by the larger enthalpic contribution probably due to an extra 

phosphoryl group of CDP as compared to CMP.  

The ITC data for ATP binding to MtCMK indicate that this process is 

accompanied by favorable enthalpy and entropy changes (Table 1). The slightly 

favorable entropic contribution is somewhat surprising as it has been reported that ATP 

binding induces conformational changes in the LID domain of CMKs [14, 17]. It is thus 
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tempting to suggest that the favorable overall entropic contribution is due to exclusion of 

water molecules from MtCMK active site, which should minimize the more favorable 

intramolecular hydrolysis of ATP to bound ADP and phosphate in the enzyme active site 

as compared to hydrolysis in solution [38]. 

 

3.4 CMP, dCMP and AraCMP binding profiles at 25 ºC 

 

Comparisons of the binding energetics at 25 C of both natural substrates 

suggest that the 2'-OH of the pentose plays a minor, if any, role in binary complex 

formation (Table 2), as there appears to be no obvious trend when comparing the 

values for the overall dissociation constants (Kd) in different buffers at the same pH 

value. The observed enthalpy change values (∆H0
obs) appear to be more favorable for 

CMP as compared to dCMP (Table 2). This could tentatively be attributed to interactions 

between the 2'-OH of CMP and MtCMK, which would be absent in the MtCMK:dCMP 

binary complex. On the other hand, there appears to be a enthalpy-entropy 

compensation as the entropic contribution to MtCMK:dCMP binary complex formation is 

somewhat more favorable as compared to MtCMK:CMP formation. It has been put 

forward that the Michaelis-Menten constants for each substrate (at infinite concentration 

of the other substrate) in a rapid-equilibrium random-order mechanism is equal to the 

dissociation constant for dissociation of the substrate from the ternary complex [36]. The 

similar values for the Michaelis-Menten constants for CMP (120 M) and dCMP (165 

M) previously presented [11] are in agreement with the ITC data for MtCMK:phosphoryl 

group acceptor binary complex formation here reported. However, this conclusion 
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should be taken with caution as it is known that the Michaelis-Menten constant 

represents an apparent dissociation constant of all enzyme-bound species [39] and it 

has contribution from the van Slyke-Cullen constant [40].  

It has been shown that there were two molecules in the asymmetric unit of the 

crystal structure of E. coli CMK in complex with dCMP [13]. In one of the crystal 

structure of E. coli CMK in complex with dCMP the sugar puckering of the pentose was 

in C3'-endo as for the binary complex with CMP, whereas it was C2'-endo as for the 

binary complex with CDP [13]. The C3'-endo conformation preferred for bound CMP 

brings the 3'-OH closer to Arg181 and Asp185 in E. coli CMK [13], which allows a 

bidentate interaction of the carboxylate of Asp185 with both hydroxyls of the ribose. 

These authors have proposed that Asp185 of E. coli CMK (Asp187 in MtCMK; Fig. 6) 

participates in catalysis (possibly through transition-state stabilization), which would 

involve the interaction of this residue with the 3'-OH favoring a C3'-endo conformation, 

allowing the 3'-OH to interact with Arg181, a residue that can stabilize the -phosphate 

of acceptor substrate [13]. These authors have also proposed that the two alternative 

modes of binding of dCMP to E. coli CMK correspond to tight binding (C3'-endo as for E. 

coli CMK:CMP binary complex) and loose binding (C2'-endo as E. coli CMK:CDP binary 

complex [13]. The larger Michaelis-Menten constant value for dCMP as compared to 

CMP was invoked to support this hypothesis [13]. However, it does not appear to hold 

for MtCMK as the dissociation constant value for MtCMK:dCMP binary complex 

formation (72 M) is slightly lower than for MtCMK:CMP formation (81 M) in Hepes 

buffer at pH 7.6 (Table 2). The molecular models for the binary complexes between 

MtCMK and CMP, (Fig. 7A), dCMP (Fig. 7B) and AraCMP (Fig. 7C) a C3'-endo sugar 
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puckering for the ribose moiety of these phosphoryl group acceptors. At any rate, 

ideally, determination of the crystal structures for the binary complexes of MtCMK with 

either CMP or dCMP should shed light on this issue. 

The effect of stereochemistry of aldopentose sugars was evaluated by comparing 

the thermodynamics of binary complex formation between MtCMK and the epimers D-

arabinose of AraCMP and D-ribose of CMP as phosphoryl group acceptors. There 

appears to be a reduction in the observed enthalpy changes (∆H0
obs) for AraCMP as 

compared to CMP (Table 2). However, enthalpy-entropy compensation appears to occur 

for MtCMK:AraCMP complex formation. In agreement, the Michaelis-Menten constant 

values for AraCMP (106 M) presented here, and CMP (120 M) and dCMP (165 M) 

reported elsewhere [11] are quite similar, providing the assumption described at the 

bottom of the first paragraph of this section is accepted. These observations suggest 

that the values for the overall dissociation constant of all enzyme-bound species for 

AraCMP, CMP and dCMP are similar. On the other hand, the catalytic constant values 

for AraCMP (kcat = 3.8 s-1) here presented, and for CMP (kcat = 52 s-1) and dCMP (kcat = 

30 s-1) previously determined [11] suggest a likely role for the stereochemistry of 2'-OH 

group of the pentose in catalysis. Although we have not determined the thermodynamic 

parameters for ddCMP binding to MtCMK, no enzyme activity could be detected with this 

phosphoryl group acceptor as described in section 3.1, implying a role in binding and/or 

catalysis for the 3'-OH group of the pentose. Interestingly, UMP, CMP and AraCMP 

have been shown to be better substrates than dCMP for human UMP/CMP kinase, 

whereas ddCMP was a poorer substrate (relative efficiency of 20 %) than dCMP [41].  
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3.5 pH dependence of MtCMK:NMP binary complex formation 

 

To examine the contribution of linked protonation events to the observed 

energetics for MtCMK:phosphoryl group acceptor, ITC experiments were performed at 

25 C in buffers with varying ionization enthalpies at pH values of 6.2, 7.6 and 9.0 (Fig. 

5 and Table 2). Protonation events linked to nucleotide binding were used to assess the 

NMP interaction dependence over a pH range to identify the energetics of binding and a 

possible pKa shift upon binary complex formation. The number of protons taken up by 

the protein (∆nH+ > 0), or released to bulk solvent (∆nH+ < 0), upon nucleotide binding 

and the ΔH0
bind were determined based on the relationship given by Eq. 4. The 

dependence of ∆H0
obs on ∆Hion at pH values of 6.2, 7.6 and 9.0 upon binary complex 

formation are depicted in Fig. 5. Data fitting to Eq. 4, yielded the number of protons 

exchanged (∆nH+) upon binary complex formation at pH values of 6.2, 7.6 and 9.0 that 

were, respectively: 0.43, 0.73 and -0.47 for MtCMK:CMP; 0.57, 0.018 and 0.19 for 

MtCMK:dCMP; and 1.57, 0.4 and -0.22 for MtCMK:AraCMP. These results suggest a 

net gain of protons upon binary complex formation at pH values near physiological. 

Primary sequence comparison (Fig. 6), and analysis of MtCMK structural model (Fig. 7) 

and of other bacterial CMK protein structures [13, 14, 42] suggest that the chemical 

groups that may contribute to the proton uptake effect include the 3-imino group of 

pyrimidine ring (pKa of 4.26), and/or the side chain(s) of Asp134 and Asp187 (Fig. 7) 

located in the NMP binding site (pKa value of 3.9-4.0 for the -carboxyl group of 

aspartate in solution). It is possible that this protonation event would assist in orientating 

the hydroxyl group of -phosphate of the phosphoryl group acceptor (CMP, dCMP or 
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AraCMP) ready for nucleophilic attack by the -phosphate of ATP. Incidentally, it has 

been shown that Asp185 of E. coli CMK (corresponding to Asp187 in MtCMK) plays a 

more relevant role in catalysis than in NMP substrate binding [13]. It has also been 

pointed out that whether the -phosphate of the substrate acceptor (e.g., CMP) is 

protonated in phosphoryl transfer reactions remains controversial as the local enzymatic 

environment can influence its pKa value [43, 44]. Quantum mechanics calculations have 

suggested that UMP/CMP kinase from Dictyostelium discoideum follows a concerted 

phosphoryl transfer mechanism in which the -phosphate group of CMP is protonated 

[45]. Accordingly, it is plausible that Asp185 (corresponding to Asp187 in MtCMK; Fig. 7) 

is the likely candidate for the protonation event as it has been shown to interact with the 

pentose whereas Asp132 (corresponding to Asp134 in MtCMK) forms H-bonds to 

cytosine bound to E. coli CMK [13]. Site-directed mutagenesis of Asp134 and Asp187 

residues of MtCMK should, however, be pursued in the near future to provide a solid 

ground to this proposal. 

The lack of a common crossing point at the y-axis intercepts of the linear 

functions of Fig. 5 demonstrates that the values for ΔH0
bind change as a function of pH. 

Accordingly, there exists a change in enthalpy of protonation of free protein that occurs 

upon binding of the ligand, that is, there is a ΔHp term and thereby ΔH0
bind does not 

correspond to the intrinsic binding enthalpy (ΔH0
int) at all pH values [34]. Data fitting of 

ΔH0
bind values (Table 2) to Eq. 5 yielded estimates for the intrinsic binding enthalpy 

(ΔH0
int), the enthalpy of protonation of free protein (ΔHf

p), the fractional saturation of 

protons in the protein in complex with ligand (Hc), and the change in enthalpy of 

protonation of free protein that occurs upon binding of the ligand (ΔHp). In other words, 
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for the latter, ΔHc
p = ΔHf

p + ΔHp. Data fitting to Eq. 6 and Eq. 7 yielded values for both 

the proton affinity constant for the form of enzyme in complex (Kc
p), and thereby its pKa 

value and the intrinsic ligand binding constant for unprotonated protein (Kint). These 

results are given in Table 3. Alternatively, global fitting to Eq. 8 of experimental ∆H0
obs 

values as a function of pH and ∆Hion allows a three-dimensional representation of data, 

as shown in the graphical abstract. The latter provides a summary of the data given in 

Fig. 5 and Table 2. 

The calculated pKa coupled for CMP, dCMP and AraCMP using aspartate as a 

possible source of the protonation event were, respectively, 5.5, 5.6 and 6.1 (Table 3). 

These values suggest similar changes in pKa values for the natural substrates, and a 

larger change for the synthetic AraCMP substrate. The lower intrinsic ligand binding 

affinity value for AraCMP suggests that its interaction with unprotonated MtCMK is less 

favorable as compared to CMP and dCMP (Table 3), which are likely the physiological 

substrates. The exothermic intrinsic binding enthalpies are two-fold more favorable for 

CMP and dCMP as compared to AraCMP, thereby indicating a more pronounced role for 

entropy in AraCMP binding over the pH range studied here as its Kint value is lower as 

compared to the natural substrates. 

 Baker and Murphy [34] have pointed out that in case ΔHp is equal to, or close to, 

zero, plots of ∆H0
obs versus ∆Hion at any pH would all intersect where ∆Hion is equal to 

and opposite the protonation enthalpy of free protein (ΔHf
p = -∆Hion). Measurements 

carried out at pH 6.2 and 7.6 for CMP and dCMP demonstrate a common intercept at 

ΔHion close to 0, indicating a low ionization enthalpy. As carboxylate groups have low 

∆Hion values, it is tempting to suggest participation of either Asp134 or Asp187 in this 
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proton linkage event, the former being more likely (Fig. 7). On the other hand, 

measurements at pH 9.0 for CMP and dCMP and all measurements carried out with 

AraCMP show an intersection distant from ∆Hion value of zero, indicating that another 

residue with a larger ionization enthalpy might be involved. As amine-type groups have 

large ∆Hion values and carboxylate groups low ∆Hion values, it is tempting to suggest that 

a group other than Asp134 and Asp187 is(are) involved in proton linkage events seen at 

high pH. The 3-imino group of pyrimidine ring is neutral and any conserved arginine 

(Arg111, Arg133, Arg183 and Arg190 in MtCMK) could be invoked as involved in proton 

uptake from primary sequence comparison data (Fig. 6). On the other hand, structural 

analysis of MtCMK suggests that the side chain of Arg42, Arg111, Arg133, and Arg190, 

all of which make contact with the phosphoryl group acceptor, could play a role in proton 

uptake. The crystal structure of E. coli CMK show H-bond interactions between Arg41 

and Arg131 with -phosphate, and between Arg110 and Arg188 with the cytosine of 

phosphoryl group acceptor [13]. In the Staphylococcus aureus CMK crystal structure 

[42], Arg39 and Arg126 are H-bonded to the -phosphate, Arg105 interacts with both 

the cytosine moiety and -phosphate, Arg183 forms H-bonds to cytosine, and Arg176 

interacts with the hydroxyl groups of the pentose. At any rate, site-directed mutagenesis 

of Arg111, Arg133, Arg183 and Arg190 residues of MtCMK should be carried out to 

shed light on this proposal. 

 

3.6 Sequence alignment and MtCMK structural analysis 
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The crystallographic structures of E. coli CMP kinase (Protein Data Bank 

accession numbers: 1KDO, 1KDP, 1KDR, 1CKE, and 2CMK) [13, 18] in complex with 

substrates or products together with a three-dimensional model of MtCMK in complex 

with CMP [37; Fig. 7] permit to propose the possible amino acid side chains in MtCMK 

that are involved in binding of the phosphoryl group acceptors (CMP, dCMP, AraCMP, 

ddCMP). A comparison between bacterial CMKs and human UMP/CMP kinase may 

assist in identifying the residues responsible for discrimination between CMP and dCMP 

over UMP. The amino acid sequence alignment of the MtCMK and EcCMK reveals that 

these orthologues share a sequence identity of 38.7% (Fig. 6). In contrast, the amino 

acid sequence of MtCMK is 9.5 % identical to human UMP/CMP kinase (Fig. 6). 

 The side chains of Arg111, Arg133, Asp134, Arg183, Asp187 and Arg190 

(MtCMK numbering) make contacts with CMP (Fig. 7) and are conserved in the bacterial 

CMK proteins (Fig. 6). The larger specificity constant of E. coli CMK for CMP (2.9 x 106 

M-1s-1) [13] as compared to MtCMK (0.4 x 106 M-1s-1) [11] is consistent with increased 

intermolecular contacts in the former [37]. The amino acids of E. coli that form H-bonds 

to cytosine (Asp132, Arg110 and Arg188), which correspond to Asp134, Arg111 and 

Arg190 in MtCMK (Fig. 6), are conserved only in bacterial CMKs [13]. The structure of 

E. coli CMK in complex with dCMP is somewhat similar to the structure with CMP except 

differences in sugar puckering and in interactions between the pentose and Asp185, 

Ser101 and Arg181 residues (Asp187, Ser102 and Arg183 in MtCMK). There is a 10-

fold reduction for AraCMP specificity constant for MtCMK similar to E. coli CMK [13]. As 

mentioned above, no activity could be detected with ddCMP (up to 50 mM) for MtCMK 

enzyme in the presence of 2 mM ATP, whereas a 10,000-fold reduction in specificity 

constant was observed for E. coli CMK [13]. The structures of E. coli CMK in complex 
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with either AraCMP or ddCMP showed that a few intermolecular interactions are lost, 

such as no H-bond between the -phosphate and Arg131 and Arg181 residues (Arg133 

and Arg183, respectively, in MtCMK). For AraCMP, a loss of interaction between the 3'-

OH group of the pentose and Ser101 (Ser102 in MtCMK) was also observed. For 

ddCMP, the absence of 3'-OH group resulted in loss of polar interactions between 

Arg181 (Arg183 in MtCMK) and between Asp132 (Asp134 in MtCMK) and the 

nucleobase. Site-directed mutagenesis studies have shown the role of Asp132 in 

substrate recognition for E. coli UMP kinase [25]. 

 It has been pointed out that the Ser36 residue (Thr37 in MtCMK), which is 

common to CMP kinases from Gram-negative bacteria, alternates in CMP kinases from 

Gram-positive organisms with a Thr side chain, but never with Ala as in UMP/CMP 

kinases [25]. Site-directed mutagenesis has been employed to show that Arg110 and 

Ser36 side chains (Arg111 and Thr37 in MtCMK), which are not conserved in human 

UMP/CMP kinase (Fig. 6), cannot form H-bonds with UMP, and their substitutions affect 

the steady-state kinetic parameters for CMP and dCMP [25]. The Ser36 residue has 

been proposed to act as an H-bond acceptor for the substrates [25]. Based on crystal 

structure of apo enzyme and molecular modeling, it has been shown how substrate-

induced conformational changes (open to closed conformations) can be invoked to 

explain the larger affinity of human UMP/CMP kinase for UMP and CMP as compared to 

dCMP and AraCMP, and the role of Lys61 in substrate discrimination [46]. 

 

Conclusions 
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The results presented in our manuscript allowed both a number of conclusions to 

be drawn and proposals to be suggested. The D-arabinose-containing phosphoryl group 

acceptor (AraCMP) is a substrate for MtCMK enzyme. The 2-3-dideoxy-cytidine 5-

monophosphate (ddCMP) is not a phosphoryl group acceptor of MtCMK. Steady-state 

kinetic measurements and ITC data upon binary complex formation suggest that MtCMK 

follows a random mechanism for substrate (CMP and ATP) addition, and an ordered 

mechanism of product release mechanism, in which ADP is released first followed by 

CDP. Thermodynamic signatures of CMP and CDP binding to MtCMK showed favorable 

binding enthalpy and unfavorable entropy of binding. ATP binding was characterized by 

favorable enthalpy and entropy changes. The ITC data for CMP, dCMP and AraCMP 

binding processes showed similar dissociation constant values. Based on ITC and 

steady-state kinetics data, it is proposed a role in catalysis for the stereochemistry of 2'-

OH group of the pentose. No enzyme activity could be detected with ddCMP, suggesting 

a role in binding and/or catalysis for the 3'-OH group of the pentose. ITC experiments to 

address the contribution of linked protonation events to the energetics for 

MtCMK:phosphoryl group acceptor binary complex formation indicated that there is a net 

gain of protons at pH values near physiological. This result prompted the proposal that 

this protonation event assists in orientating the hydroxyl group of -phosphate of the 

phosphoryl group acceptor ready for nucleophilic attack by the -phosphate of ATP. In 

addition, Asp187 of MtCMK is suggested as the likely candidate for the protonation 

event. Values of 5.5, 5.6 and 6.1 were calculated for pKa coupled for, respectively, CMP, 

dCMP and AraCMP using aspartate as a possible source of the proton linkage event. A 

comparison of crystallographic structures of E. coli CMP kinase and a molecular model 
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of MtCMK allowed to identification of amino acid side chains involved in binding of 

phosphoryl-group acceptor substrate. Residues that are conserved in CMP kinases from 

prokaryotes and not conserved in human UMP/CMP kinase are discussed, and these 

differences may assist in the design of species-specific inhibitors of MtCMK enzyme 

activity. 

 The currently available repertoire of antimycobacterial agents reveals only a 

handful of comprehensively validated targets, namely RNA polymerase, DNA gyrase, 

NADH-dependent enoyl-ACP reductase and ATP synthase [47]. The target-based 

rational design of new agents with anti-TB activity includes functional and structural 

efforts. Accordingly, mechanistic analysis should be included in enzyme-targeted drug 

programs aiming at the rational design of potent enzyme inhibitors. Moreover, ITC has 

been used as an important technique for the direct determination of thermodynamic 

parameters of enzymatic reactions [48]. The substrate specificity of MtCMK as 

compared to human UMP/CMP kinase indicates that the former may represent a 

possible target for anti-TB drug development. Understanding the mode of action of 

MtCMK should inform us on how to better design inhibitors targeting this enzyme with 

potential therapeutic application in TB chemotherapy. Incidentally, the U.S. Food and 

Drug Administration has recently approved bedaquiline, an ATP synthase inhibitor, for 

treatment of multi-drug resistant strains of M. tuberculosis [49]. 
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Figure legends 

 

Fig. 1. Chemical reaction catalyzed by MtCMK. This enzyme catalyzes the ATP-

dependent phosphoryl group transfer preferentially to CMP and dCMP [11]. 

 

Fig. 2. Intersecting initial velocity patterns for varied concentrations of AraCMP (A) 

against fixed-varied concentrations of ATP, and for varied concentrations of ATP (B) 

against fixed-varied concentrations of AraCMP. The data were fitted to Eq. 2. 

 

Fig. 3. Isothermal titration calorimetry (ITC) analysis of binding of ligands. The top 

panels show the differential power signals (exothermic heat changes) of binding of CMP 

(A), ATP (B), CDP (C) or ADP (D) to MtCMK. The bottom panels show the integrated 

heat pulses, normalized per mol of injectant as a function of the molar ratio 

(ligand/MtCMK). The concentrations of protein in the sample cell and ligand in the 

injection syringe were: (A) CMP: 0.14/4 mM, (B) ATP: 0.125/2.5 mM, (C) CDP: 0.125/4 

mM, (D) ADP 0.115/2.5 mM. The binding curves were best fitted to a single set of sites 

model equation. 

 

Fig. 4. Proposed enzyme mechanism for MtCMK. Steady-state kinetic and ITC data 

suggest that MtCMK follows a mechanism of random order of substrate addition (CMP 

and ATP), and an ordered mechanism of product release, in which ADP release is 

followed by CDP to yield free enzyme. 
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Fig. 5. Observed binding enthalpy (∆Hobs ) plotted against enthalpy of ionization of 

buffers (∆Hion ) at pH values of pH 6.2 (●), 7.6 (▼), and 9.0 (■), for CMP (A), dCMP (B) 

and AraCMP (C). The buffers and their ionization enthalpies (∆Hion) are given in Table 2. 

The data were fitted to Eq. 4, in which the slopes provide the number of protons taken 

up by the protein (∆nH+ > 0) or released to bulk solvent (∆nH+ < 0) upon binary complex 

formation, and the y-intercepts give the enthalpy (ΔH0
bind) of binding that would be 

measured in a buffer with ∆Hion equal to zero. 

 

Fig. 6. Alignment of the amino acid sequence of MtCMK (Mt) with E. coli CMK (Ec), for 

which crystal structures are available, and “short” human UMP/CMP kinase (Hu). 

Numbering is indicated for MtCMK. Identical conserved residues are shown in white on 

a black background. The symbols above the alignment indicate: (●) residues in the 

proposed lipophilic part of NMP binding pocket, (▼) likely amino acid residues that 

interact with the pyrimidine ring of CMP/dCMP, (■) likely amino acid residues that 

interact with α-phosphate of the CMP/dCMP, (♦) amino acid residue that probably 

interacts with hydroxyl groups of the pentose. The positions of the phosphate-binding 

loop (P loop), the NMPbind domain and the LID domain of the MtCMK are indicated 

below the alignment. 

 

Fig. 7. Structural models for MtCMK. (A) MtCMK:CMP. (B) MtCMK:dCMP. (C) 

MtCMK:AraCMP. The secondary structures are drawn as ribbon diagrams and the 

residues making contact with CMP, dCMP and AraCMP are drawn as sticks. Image 

generated with PyMOL [50]. 
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Research highlights 

 

> Substrate addition is random for Mycobacterium tuberculosis CMP kinase (MtCMK). > CMP 

and CDP binding to MtCMK showed favorable enthalpy and unfavorable entropy. > ATP binding 

to MtCMK was characterized by favorable enthalpy and entropy changes. > MtCMK:phosphoryl 

group acceptor complex formation involves a net gain of protons. > Asp187 of MtCMK is 

suggested as the likely candidate for the protonation event. 
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Fig. 5. 

 

 

  



75 
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Table 1. Thermodynamic parameters for binary complex formation upon binding of 

either CMP, ATP, or CDP to MtCMK. Kd represents the equilibrium dissociation 

constant, ΔHºobs is the observed binding enthalpy, ΔSºobs is the observed binding 

entropy, ΔGºobs is the observed Free Gibbs energy, and –TΔSºobs is the negative term 

for temperature (in Kelvin) times observed binding entropy.  

 

Ligand* Kd (M) Gºobs (kcal mol-1) Hºobs (kcal mol-1) -TSºobs (kcal mol-1) 

CMP 58 ( 6) -5.7 ( 0.6) -6.9 ( 0.6) 1.2 ( 0.1) 

ATP 266 ( 16) -4.9 ( 0.3) -4.6 ( 0.1) -0.29 ( 0.02) 

CDP 44 ( 7) -5.8 ( 0.9) -12.8 ( 0.5) 7 ( 1) 
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Table 2. Thermodynamic parameters of NMP (CMP, dCMP, AraCMP) binding to MtCMK at different pH values.  
 

pH Buffer Hion (kcal mol
-1

) Hºobs (kcal mol
-1

)  Gºobs (kcal mol
-1

) -TSºobs (kcal mol
-1

) Kd (M) 

CMP   

6.2 MOPS 5.0  -10.55 (± 0.07) -5.7 (± 0.1) 4.9 (± 0.1) 65 (± 1) 

6.2 Bis-Tris 6.75 -9.86 (± 0.01) -4.9 (± 0.5) 4.9 (± 0.5) 234 (± 22) 

6.2 Imidazol 8.7 -8.9 (± 0.1) -5.4 (± 0.2) 3.6 (± 0.2) 115 (± 4) 

7.6 Hepes 4.94 -9.3 (± 0.2) -5.6 (± 0.5) 3.7 (± 0.3) 81 (± 7) 

7.6 Imidazol 8.7 -6.04 (± 0.02) -6.2 (± 0.7) -0.12 (± 0.01) 30 (± 3) 

7.6 Tris-HCl 10.32 -5.6 (± 0.2) -6.0 (± 0.7) -0.46 (± 0.05) 41 (± 5) 

9.0 Carbonate 2.1 -7.03 (± 0.09) -5.3 (±0,2) 1.73 (± 0.05) 127 (± 4) 

9.0 HEPPS 5.06 -9.5 (± 0.2) -5.4 (± 0.3) 4.0 (± 0.2) 101 (± 6) 

9.0 Glycine 10.45 -11.2 (± 0.5) -5.5 (± 0.3) 5.7 (± 0.3) 91 (± 5) 

dCMP   

6.2 MOPS 5.0  -6.6 (± 0.1) -5.8 (± 0.4) 0.85 (± 0.05) 57 (± 4) 

6.2 Bis-Tris 6.75 -5.64 (± 0.07)  -5.2 (± 0.1) 0.49 (± 0.01) 167 (± 5) 

6.2 Imidazol 8.7 -4.5 (± 0.2) -5.3 (± 0.4) -1.1(± 0.1) 65 (± 6) 

7.6 Hepes 4.94 -6.7 (± 0.1) -5.6 (± 0.1) 1.14 (± 0.02) 72 (± 2) 

7.6 Imidazol 8.7 -6.72 (± 0.05) -5.4 (± 0.1) 1.29 (± 0.02) 104 (± 2) 
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pH Buffer Hion (kcal mol
-1

) Hºobs (kcal mol
-1

)  Gºobs (kcal mol
-1

) -TSºobs (kcal mol
-1

) Kd (M) 

9.0 HEPPS 5.06 -8.14 (± 0.06) -5.5 (± 0.1) 2.65 (± 0.06) 94 (± 2) 

9.0 Ches 9.45 -7.28 (± 0.09) -5.5 (± 0.2) 1.75 (± 0.06) 88 (± 3) 

9.0 Glycine 10.45 -7.10 (± 0.07) -5.9 (± 0.2) 1.22 (± 0.04) 50 (± 2) 

AraCMP   

6.2 Mes 3.58  -11.6 (± 0.3) -6.0 (± 0.6) 5.6 (± 0.6) 39 (± 4) 

6.2 MOPS 5.0  -5.6(± 0.5) -5 (± 2) -0.7 (± 0.3) 22 (± 9) 

6.2 Imidazol 8.7 -3.6 (± 0.3) -7 (± 4) -3 (± 2) 13 (± 8) 

7.6 Hepes 4.94 -5.1 (± 0.4) -6 (± 2) -1.1 (± 0.4) 29 (± 10) 

7.6 Imidazol 8.7 -3.6 (± 0.4)  -6 (± 4) -3 (± 2) 196 (± 130) 

9.0 Carbonate 2.1 -5.6 (± 0.3) -5.4 (± 0.3) 0.25(± 0.01) 111(± 7) 

9.0 Ches 9.45 -7.3 (± 0.4) -6 (± 2) 1.0 (± 0.3) 26 (± 7) 
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Table 3. Thermodynamic parameters derived from equations 5, 6 and 7. 
 

 

 

 

 

 

  

Ligand Kint 

(M) 

pKacoupled ΔHºint 

(kcal mol
-1

) 

ΔH
f
p 

(kcal mol
-1

) 

δΔHp 

(kcal mol
-1

) 

CMP 114.6 5.5 ( 0.5) -8.7 ( 2 x 10
-15

) -8.23 ( 3 x 10
-15

) -2.65 ( 2 x 10
-14

) 

dCMP 76.42 5.6 ( 0.1) -7.96 ( 8 x 10
-16

) -5.81 ( 5 x 10
-15

) -6.86 ( 1)  

AraCMP 13.34 6.1 ( 0.1) -3.57 ( 3 x 10
-16

) -8.6 ( 1) -0.071 ( 4 x10
-15

) 
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CAPÍTULO III 

Dependência da temperatura durante a formação do complexo 

binário MtCMK:NMP 

1 Materiais e Métodos  

1.1 Materiais 
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1.3 Ensaios de atividade  

1.4 Estabilidade térmica da enzima  

1.5 Calorimetria de Titulação Isotérmica   

1.6 Análise dos dados  

 

2 Resultados e Discussão  

2.1 Dependência da temperatura durante a formação do 

complexo binário MtCMK:NMP   

 

  



83 

 

 

1 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

1.1 MATERIAIS 

 

Todos os reagentes utilizados, ATP, CMP, dCMP, fosfoenolpiruvato (PEP), NADH, 

lactato desidrogenase (LDH; EC 1.1.1.27) e piruvato quinase (PK; EC 2.7.1.40) foram adquiridos 

da Sigma-Aldrich. A citosina-β-D-arabinofuranosídeo 5-monofosfato (AraCMP) foi obtido da 

Santa Cruz Biotechnology
®

. 

 

1.2 PREPARAÇÃO DA PROTEÍNA 

 

Células eletrocompetentes de E. coli BL21 (DE3) foram transformadas com o plasmídeo 

recombinante pET-23a(+)::cmk e utilizadas para a produção da enzima recombinante. O 

crescimento celular e os passos de purificação da proteína recombinante MtCMK foram 

efetuados seguindo protocolos previamente descritos (72). Todas as etapas de purificação foram 

efetuadas a 4 ºC utilizando o sistema de purificação ÄKTA (GE Healthcare) e a eluição da 

amostra foi monitorada através de detecção por UV a 215, 254 e 280 nm e analisadas por SDS-

PAGE 12%. A frações contendo a proteína homogênea foram agrupadas, dialisadas contra 50 

mM Tris-HCl pH 7,5 contendo 50 mM KCl e 5 mM MgCl2 e armazenadas a -80 ºC. A 

concentração total de proteínas foi determinada pela técnica desenvolvida por Bradford (86) 

utilizando-se o kit de ensaio de proteínas da Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories) e albumina de soro 

bovino como proteína padrão. Todos os pontos da curva e a quantificação da proteína 

recombinante foram feitos em triplicata em espectrofotômetro Ultrospec 3100pro. Na purificação 

obteve-se um rendimento de 5 mg de proteína recombinante por litro de cultura de células, como 

previamente descrito (72).  

 

1.3 ENSAIOS DE ATIVIDADE  

 

A atividade catalítica da MtCMK foi monitorada por meio de um ensaio de reação padrão 

acoplado com as enzimas piruvato quinase (PK) e lactato desidrogenase (LDH), a partir da 

formação do produto ADP. Neste experimento, monitora-se o decréscimo da absorbância a 340 
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nm devido ao consumo de NADH (εβ-NADH = 6,22 x10
3
 M

-1
 cm

-1
) pela enzima LDH, como 

previamente descrito (87). A reação final (500 µL) foi preparada em tampão 40 mM Hepes pH 

7,6, 40 mM KCl e 5 mM MgCl2, contendo PEP (1,5 mM), NADH (0,2 mM), PK (6 U mL
-1

), 

LDH (5 U mL
-1

), CMP (1 mM) e ATP (2,5 mM). Todas as reações foram realizadas a 25 ºC, em 

duplicata, e iniciadas com a adição da proteína recombinante MtCMK (50 nM). Misturas de 

reação na ausência da MtCMK foram monitoradas a fim de subtrair possíveis artefatos químicos 

gerados durante a leitura de reação. Os ensaios foram realizados utilizando um espectrofotômetro 

UV/Visível, UV-2550 (Shimadzu), e cubetas com caminho óptico de 1,0 cm. Uma unidade de 

atividade da enzima (U) é definida como a quantidade de enzima que catalisa a conversão de 1 

µmol de substrato por min. 

 

1.4 ESTABILIDADE DA ENZIMA 

 

Previamente à determinação dos parâmetros termodinâmicos com a variação da 

temperatura, a estabilidade da enzima foi examinada, a fim de avaliar se a MtCMK seria estável 

por um período de 2 horas nas temperaturas a serem utilizadas durante os experimentos 

calorimétricos. Foram incubadas amostras da enzima recombinante em diferentes temperaturas 

(15 – 37 ºC) e alíquotas foram apanhadas em tempos diferentes de incubação para a realização da 

atividade da enzima a 25 ºC, na presença de concentrações saturantes de CMP (1 mM) e ATP 

(2,5 mM), numa mistura de ensaio contendo o tampão em pH 7,6 (40 mM Hepes, 40 mM KCl e 5 

mM MgCl2), PEP (1,5 mM), NADH (0,2 mM), PK (6 U mL
-1

) e LDH (5 U mL
-1

). A reação foi 

iniciada e monitorada conforme descrito acima, para a determinação da atividade no ensaio de 

reação padrão. Reações na ausência da enzima foram monitoradas a fim de subtrair possíveis 

artefatos químicos gerados durante a leitura de reação. A análise dos dados foi realizada 

utilizando o software SigmaPlot 2000 (SPSS, Inc.).  

1.5 CALORIMETRIA DE TITULAÇÃO ISOTÉRMICA  

 

Os experimentos de calorimetria de titulação isotérmica (ITC) foram realizados sob 

pressão e temperatura constantes, utilizando-se o microcalorímetro iTC200 (MicroCal, Inc., GE 

Healthcare).  
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Previamente aos ensaios, a proteína recombinante MtCMK foi concentrada e preparada 

por dialise contra o tampão 40 mM Hepes pH 7,6, 40 mM KCl e 5 mM MgCl2, utilizando uma 

membrana de ultrafiltração AMICON (PMCut-off= 10 kDa) (Millipore Corporation, Bedford, MA). 

As soluções dos titulantes foram preparadas de forma a conterem exatamente o mesmo tampão 

utilizado para a preparação da enzima e para o preenchimento da célula nas titulações-controle. 

Os experimentos de ITC foram realizados para obtenção dos parâmetros termodinâmicos 

com a variação da temperatura, durante a interação entre a MtCMK e o NMP – substrato receptor 

do grupamento fosforil (CMP, dCMP e AraCMP). A célula de referência (200 µL) foi 

completada com água MilliQ
®
 durante todos os experimentos e a célula de amostra (200 µL) foi 

preenchida com a proteína (MtCMK) na concentração de 140 µM. A seringa de injeção (39 µL) 

foi carregada com os titulantes nas seguintes concentrações: CMP (4 mM), dCMP (3 mM) ou 

AraCMP (2 mM). As titulações foram realizadas na faixa de temperatura de 10 – 37 ºC (283 – 

310 K). A reação de ligação foi iniciada com uma injeção de 0,5 µL do ligante seguida de 25 

injeções de 1,62 µL em intervalos de 180 s, chegando a um volume final injetado de 39 µL com 

uma velocidade de agitação de 500 rpm. Titulações-controle foram realizadas para subtrair o 

calor de diluição e de mistura para cada experimento.  

 

1.6 ANÁLISE DOS DADOS 

 

Os valores da constante de ligação em equilíbrio (Keq), da variação da entalpia observada 

(∆H
0

obs) e da estequiometria (n), referentes às interações com a MtCMK, foram determinados 

adequando as isotermas de ligação ao método Marquardt de regressão não-linear padrão 

fornecido no software Origin 7 SR4 software (Microcal, Inc.). Os dados das isotermas de ligação 

foram adequados a um modelo matemático em que se espera um grupo de sítios com a mesma 

afinidade e assinatura termodinâmica (one set of sites). O valor inicial da estequiometria n foi 

fixado em 1, sabendo-se que a MtCMK se encontra como um monômero em solução (72). Para a 

obtenção dos parâmetros da energia livre de Gibbs observada (G
0

obs) e da variação da entropia 

observada (S
0

obs), os dados do ITC foram adequados à relação termodinâmica descrita na 

Equação 1 (88), em que R é a constante dos gases (1,98 cal K
-1

 mol
-1

 ou 8,314 J K
-1

 mol
-1

) e T é a 

temperatura em Kelvin (T = °C + 273,15). 
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000 ln STHKRTG eq          Eq. 1 

 

A variação na capacidade calorífica (ΔCp) a pressão constante foi obtida em dois passos. 

Primeiro, fez-se a aproximação dos pontos obtidos experimentalmente através do método de 

regressão linear, que permitiu obter os coeficientes linear e angular da reta. Este último 

corresponde à derivada parcial do ∆H
0

obs em relação à temperatura (T), que, por sua vez, 

corresponde ao ΔCp almejado, conforme verificado pela Equação 2 (88). 

 

T

H
Cp




            Eq. 2 
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2 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

2.1 DEPENDÊNCIA DA TEMPERATURA DURANTE A FORMAÇÃO DO COMPLEXO 

BINÁRIO MtCMK:NMP 

 

Os experimentos de ITC foram realizados para obtenção dos parâmetros termodinâmicos 

com a variação da temperatura, durante a interação entre a MtCMK e o NMP – substrato receptor 

do grupamento fosforil (CMP, dCMP e AraCMP). Como o tempo de duração de um ensaio típico 

de ITC é de aproximadamente 2 horas, foi avaliada a estabilidade térmica da MtCMK neste 

intervalo de tempo nas temperaturas de 15, 20, 25, 30 e 37 °C. A MtCMK manteve-se estável 

nestas temperaturas durante todo o intervalo de tempo utilizado para a coleta de dados de ITC 

(Fig. 3). Em toda a faixa de temperatura (Tabela 4) a interação da MtCMK com os receptores do 

grupamento fosforil (CMP, dCMP e AraCMP) foi caracterizada por significantes mudanças 

exotérmicas da entalpia. Os dados das isotermas de ligação foram adequados ao modelo one set 

of sites, e os parâmetros termodinâmicos foram obtidos conforme descrito na seção de análise dos 

dados. Os valores de ∆H
0

obs mostraram-se significantemente dependentes da temperatura, tal que 

as interações tornaram-se mais exotérmicas na medida em que a temperatura foi aumentada 

(Tabela 1, Fig. 4). Por outro lado, as contribuições da entropia (representada pelo termo -

TS
0

obs) tornaram-se menos favoráveis com o aumento da temperatura (Tabela 1, Fig. 4). No 

entanto, a energia livre de Gibbs (G
0

obs) mostrou-se independente da temperatura. 

 

Figura 3. Estabilidade térmica da enzima MtCMK 

Nota: Medidas da atividade da MtCMK a 25 °C, durante 2 horas de incubação nas diferentes temperaturas 

de 15 °C (x), 20 °C (○), 25 °C (□), 30 °C (♦) e 37 °C (∆). A atividade enzimática foi determinada em 

ensaio acoplado pelo monitoramento contínuo da oxidação do NADH a 340 nm, dependente da atividade 

da MtCMK, e corrigidas para as reações químicas geradas durante a leitura da reação na ausência da 

enzima. Uma unidade de atividade da enzima (U) é definida como a quantidade de enzima que catalisa a 

conversão de 1 µmol de substrato por min. Fonte: O autor, 2013. 



88 

 

 

Tabela 1. Parâmetros termodinâmicos da ligação do NMP (CMP, dCMP, AraCMP) à MtCMK 

em diferentes temperaturas.  

T (K) Kd (M) Hºobs (kcal mol
-1

) Gºobs (kcal mol
-1

) -TSºobs (kcal mol
-1

) 

CMP 

283,15 30 (± 3) -5,2 (± 0,1) -5,9 (± 0,7) -0,69 (± 0,08) 

288,15 52 (± 4) -6,3 (± 0,1) -5,6 (± 0,4) +0,64 (± 0,01) 

293,15 62 (± 8) -7,6 (± 0,3) -5,6 (± 0,7) +1,94 (± 0,25) 

298,15 81 (± 7) -9,3 (± 0,2) -5,6 (± 0,5) +3,7 (± 0,3) 

303,15 108 ( 4) -13,1 ( 0,2) -5,5 ( 0,2) +7,6 ( 0,3) 

310,15 205 ( 7) -25,9 ( 0,4) -5,2 ( 0,2) +20,7 ( 0,7) 

dCMP 

283,15 70 (± 8) -4,3 (± 0,1) -5,4 (± 0,6) -1,39 (± 0,1) 

288,15 60 (± 5) -5,0 (± 0,1) -5,6 (± 0,4) -0,56 (± 0,04) 

298,15 72 (± 2) -6,7 (± 0,1) -5,6 (± 0,1) +1,14 (± 0,02) 

303,15 74 ( 2) -7,96 (± 0,07) -5,7 ( 0,1) +2,23 ( 0,06) 

310,15 111 ( 6) -10,2 ( 0,2) -5,6 ( 0,4) +4,6 ( 0,3) 

AraCMP 

293,15 26 ( 6) -4,9 ( 0,2) -6 ( 1) -1,3 ( 0,3) 

298,15 29 ( 10) -5,1 ( 0,4) -6 ( 2) -1,1 ( 0,4)  

303,15 36 ( 9) -6,6 ( 0,4) -6 ( 2) +0,5 ( 0,1)  

310,15 92 ( 5) -14,1( 0,3) -5,7 ( 0,3) +8,4 ( 0,4) 

Nota: O Kd representa a constante de dissociação em equilíbrio, ∆H
0

obs é a entalpia de ligação observada, 

S
0
obs é a entropia de ligação observada, G

0
obs é a energia livre de Gibbs observada e -TS

0
obs é o termo 

negativo da temperatura (em Kelvin) multiplicando a entropia de ligação observada. 
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Figura 4. Representação gráfica dos valores de ∆H
0

obs versus a temperatura para a ligação do 

CMP, dCMP e AraCMP à MtCMK 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Nota: (■): CMP; (●): dCMP e (▲): AraCMP. No gráfico inserido, os dados foram adequados a Equação 2 

e a linha contínua representa a regressão linear resultante dos dados. A linearidade do ∆Cp é perdida em 

temperaturas acima de 25 ºC (298 K) para o CMP e acima de 30 ºC (303 K) para o dCMP e o AraCMP. 

Fonte: O autor, 2013. 

 

A dependência de ∆H
0

obs em função da temperatura é uma importante propriedade 

termodinâmica representativa das interações intermoleculares visto que, a variação na capacidade 

calorífica de uma interação (∆Cp) pode ser relacionada com a mudança na área acessível ao 

solvente durante a formação do complexo binário (88). É uma prática padrão obter o ∆Cp das 

reações de ligação a partir da inclinação da reta dada pela função linear dos dados da ∆H
0

obs 

versus a temperatura (89). Contudo, foi evitado obter estimativas do ∆Cp nas temperaturas mais 

elevadas (89, 90), uma vez que perturbações na estrutura da proteína, principalmente em 

temperaturas próximas a um ponto médio da temperatura de desnaturação (Tm) natural da 

proteína, podem contribuir para os valores de ∆Cp (91). Por exemplo, as proteínas CMKs de E. 

coli e de B. subtilis apresentam um Tm de 48 ºC (92). Contudo, uma estreita faixa de 

temperatura também tem sido utilizada para a obtenção do ∆Cp (89) como, por exemplo, para a 

timidina quinase do vírus herpes simples (HSV) tipo I – que apresenta um Tm de 43 ºC (90). 

Os valores do ∆Cp foram obtidos na faixa de temperatura onde a relação entre ∆H
0

obs e a 

temperatura é linear (∆Cp é independente da temperatura) e pela adequação dos dados a Equação 

2 (gráfico inserido na Fig. 4). Deste modo, excluímos da regressão linear os pontos nas 

temperaturas acima de 25 ºC (298 K), da análise para o CMP, e acima de 30 ºC (303 K) para o 
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dCMP e o AraCMP. Na ausência desses pontos, a regressão linear forneceu estimativas 

semelhantes dos valores de ∆Cp durante a associação da MtCMK para o CMP ∆Cp= -0,27 ( 

0,02) kcal mol
-1

·K
-1

; dCMP ∆Cp= -0,18 ( 0,01) kcal mol
-1

·K
-1

; e AraCMP  ∆Cp = -0,18 ( 0,08) 

kcal mol
-1

·K
-1

.  

Na faixa de temperatura utilizada para a obtenção do ∆Cp, o G
0

obs permaneceu 

notavelmente insensível à temperatura por meio de (linear) uma compensação 

entálpica/entrópica. Este é um fenômeno onipresente visto em muitas reações de associação e 

acredita-se que está relacionada diretamente com o papel das moléculas de água do solvente no 

processo de associação (93). De acordo com as leis da termodinâmica, a dependência do ∆H
0

obs e 

S
0

obs com a temperatura são oriundas de mudanças substanciais da capacidade térmica. Em 

quase todos os processos de associação com proteínas, o ∆Cp tem um sinal negativo se os 

componentes livres estão no estado de referência (90, 94). Além disso, o G
0

obs é considerado o 

parâmetro termodinâmico mais importante para determinar a estabilidade de qualquer complexo 

proteína-ligante (95). Contudo, estas observações sugerem na faixa de temperatura utilizada para 

a obtenção do ∆Cp, o ∆H
0

obs e o ∆Cp genuinamente refletem a específica formação do complexo 

binário (90). É importante salientar que, mesmo quando os valores de ∆Cp não podem ser obtidos 

a partir dos dados de ITC em temperaturas maiores, não há problema em obter valores precisos 

das ∆H
0

obs nestas temperaturas. Na verdade, as entalpias de ligação, quando obtidas na 

temperatura de 35 ºC são mais significativas para os biologistas do que as entalpias de ligação a 

25 ºC, uma vez que 35 ºC é próximo à temperatura fisiológica (89).  

De modo geral, a mudança na área de superfície acessível ao solvente (∆ASA) é 

determinada pela diferença entre o estado final e o estado inicial da ASA. Para um processo de 

interação molecular, isto representa a diferença entre a ASA do complexo e a soma da ASA da 

macromolécula e do ligante, o que resulta em valores negativos de ∆ASA. A ∆ASA é subdividida 

em contribuições não-polares e polares, para definir quais os átomos que fazem parte da 

superfície (95). Contudo, para fornecer uma conexão entre o parâmetro termodinâmico ∆Cp e as 

contribuições da hidratação/desidratação dos grupos da proteína (polares e não polares) entre o 

estado inicial e final da MtCMK durante a associação com os ligantes, deverão ser realizados 

estudos da estrutura tridimensional da MtCMK. Enquanto isso, a técnica de calorimetria 

exploratória diferencial (DSC), que realiza uma varredura da estabilidade térmica da proteína, 
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poderia ser utilizada para examinar a fase de transição na proteína (obter o Tm) (88) e, se qualquer 

processo de transição já estaria presente em temperaturas entre 30 ºC e 37 ºC (89). 
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CAPÍTULO IV 

Considerações finais 

  

 

  



93 

 

 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

O desenho racional de novos agentes com atividade anti-TB inclui esforços para o 

entendimento funcional e estrutural de enzimas alvo. Deste modo, a análise mecanística do alvo 

deve ser sempre uma prioridade nos programas de descoberta de novas drogas que possui como 

objetivo, a busca pelo desenho racional de potentes inibidores enzimáticos. Além disso, a técnica 

de ITC tem sido usada como importante ferramenta para a determinação direta de parâmetros 

termodinâmicos e cinéticos de reações enzimáticas (96).  

A importância da caracterização da MtCMK advém do fato que ela pode representar um 

possível alvo para o desenvolvimento de drogas anti-TB, devido a divergência na estrutura 

primária e na especificidade pelo substrato em relação à UMP/CMP-quinase humana. Além 

disso, resultados obtidos por meio de caracterização fenotípica global de alta resolução, 

permitiram aos autores propor a essencialidade do gene cmk para o crescimento in vitro do bacilo 

em meio contendo glicerol e colesterol (fontes de carbono críticas durante a infecção) (75).         

O entendimento do modo de ação da MtCMK, assim como de outras enzimas envolvidas 

no metabolismo do bacilo, representa um passo importante para o desenho de inibidores com alvo 

definido, e com potencial aplicação terapêutica no tratamento da TB. Recentemente, a Food and 

Drug Administration (FDA) aprovou a bedaquilina, um inibidor da adenosina 5'-trifosfato sintase 

(ATP sintase) de M. tuberculosis, para o tratamento de pacientes adultos com MDR-TB (97). 

Os resultados apresentados neste trabalho mostraram que o AraCMP, receptor do 

grupamento fosforil que contêm como componente açúcar a D-arabinose, é um substrato para a 

MtCMK. No entanto, a molécula 2'-3'-didesoxi-citidina 5'-monofosfato (ddCMP) não é receptora 

do mesmo grupamento. Os estudos de velocidade inicial e os experimentos realizados através da 

técnica de ITC sugerem que a enzima segue um mecanismo cinético sequencial aleatório para 

ligação dos substratos e que a liberação dos produtos ocorre de forma ordenada, onde o ADP é 

liberado, seguido pela dissociação do CDP. A partir dos experimentos de ITC também se pôde 

demonstrar que o processo termodinâmico de ligação do CMP e do CDP foi caracterizado por 

uma entalpia de ligação favorável e contribuições entrópicas desfavoráveis, enquanto que, a 

ligação do ATP foi caracterizada por uma entalpia de ligação favorável e pequenas mudanças 

favoráveis da entropia. Os dados de ITC relacionados aos processos termodinâmicos de ligação 

do CMP, dCMP e AraCMP à MtCMK, demonstraram valores similares para as constantes de 
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dissociação destes ligantes. Baseando-se nos dados de cinética em estado estacionário e nos 

experimentos de ITC, foi proposto um papel para a estereoquímica do grupo 2'-OH da pentose na 

catálise. Adicionalmente, nenhuma atividade da enzima MtCMK foi detectada com a molécula 

ddCMP, sugerindo um papel do grupo 3'-OH da pentose na ligação e/ou catálise.  

Os experimentos de ITC direcionados a investigação das contribuições nas medidas 

calorimétricas oriundas da associação de prótons durante a formação dos complexos binários, 

indicam que há um ganho líquido de prótons em valores de pH próximos ao fisiológico. Tal 

resultado permite propor que este evento de protonação vem auxiliar na orientação do 

grupamento hidroxila do fosfato α do receptor do grupamento fosforil para o ataque nucleofílico 

do fosfato  do ATP. Além disso, o Asp187 da MtCMK é sugerido como provável candidato para 

o evento de protonação.  Por conseguinte, os valores de pKa de 5,5, 5,6 e 6,1 foram calculados 

utilizando o aspartato como uma provável fonte do evento de associação de prótons de um grupo 

ionizável da proteína referentes aos complexos binários formados, com o CMP, dCMP ou 

AraCMP, respectivamente.  

A comparação entre as estruturas cristalográficas da CMK de E. coli e a modelagem 

molecular da MtCMK, em conjunto com a análise das estruturas primárias realizada por meio de 

alinhamento de sequências, permitiu propor quais são as cadeias laterais dos resíduos de 

aminoácidos envolvidos na ligação do substrato receptor de grupamento fosforil. O alinhamento 

das sequências de aminoácidos também permitiu discutir quais resíduos são conservados entre as 

CMKs dos procariotos e não são conservados na UMP/CMP-quinase humana, e tais diferenças 

podem auxiliar no desenho de inibidores específicos da atividade da enzima MtCMK.  

Adicionalmente, nos experimentos de ITC direcionados a determinação da variação da 

capacidade calorífica (∆Cp) foram estimados valores semelhantes para este parâmetro 

termodinâmico durante a formação dos complexos binários MtCMK:CMP, MtCMK:dCMP, 

MtCMK:AraCMP.  

. 
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CARTA DE ACEITE PARA A PUBLICAÇÃO DO MANUSCRITO “Kinetic mechanism and 

energetics of binding of phosphoryl group acceptors to Mycobacterium tuberculosis Cytidine 

Monophosphate Kinase” NO PERIÓDICO ARCHIVES OF BIOCHEMISTRY AND BIOPHYSICS 
 

 

 

 

 


