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RESUMO

RODRIGUES, V. K. T. Estudos estruturais e computacionais das proteinas tirosina
fosfatase A e B de Mycobacterium tuberculosis. 2016. 93 p. Dissertagdo (Mestrado em

Ciéncias) - Instituto de Fisica de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo, Sdo Carlos, 2015.

Tuberculose (TB) é um grave problema de saude publica, sendo a segunda maior
causa de morte entre doencas infecto contagiosas. Em 2014, 9,6 milhdes de casos e,
aproximadamente, 1,5 milhdo de mortes foram reportados. O Programa Nacional de Controle
da Tuberculose preconiza para o tratamento a administracdo simultanea de quatro
medicamentos. Contudo, casos de tratamento inadequado favorecem o surgimento de cepas
multirresistentes e extensivamente resistentes aos medicamentos disponiveis. Diante disso,
torna-se urgente a necessidade de investigar novos alvos moleculares e desenvolver novos
farmacos que sejam Uteis e eficazes para o tratamento da infeccdo. As proteinas tirosina
fosfatases (PTPs) constituem uma grande familia de enzimas responsaveis pela hidrolise do
fosfato ligado aos residuos de tirosina em proteinas. A importancia destas fosfatases reside no
fato de estarem envolvidas na regulacdo de uma série de fungdes celulares, tais como
crescimento, interacdo intercelular, metabolismo, transcri¢cdo, motilidade e resposta imune. A
partir da analise do genoma do Mycabacteirum tuberculosis, foram identificadas duas
proteinas tirosinas fosfatases (PtpA e PtpB), responsaveis pela sua sobrevivéncia nos
macrofagos do hospedeiro. Ambas as enzimas tém sido exploradas como alvo molecular para
o desenvolvimento de novos farmacos para a tuberculose. Nessa dissertacdo, as sequéncias
génicas que codificam para as enzimas PtpA e PtpB de M. tuberculosis foram clonadas com
sucesso nos vetores de expressdo. A expressdo solUvel das proteinas permitiu o
estabelecimento de um protocolo padronizado de purificagdo. Ensaios de cristalizacdo foram
conduzidos e cristais de proteinas obtidos tiveram os dados cristalogréaficos coletados. Para a
enzima PtpB foi possivel determinar a estrutura cristalografica em alta resolucdo em
complexo com um grupo fosfato no sitio catalitico. Essa estrutura foi entdo utilizada na etapa
posterior de descoberta de novos candidatos a inibidores. Os trabalhos computacionais
conduzidos incluiram uma combinacdo de estratégias para a identificacdo de pontos de
interacdo relevantes para o processo de reconhecimento molecular e ligacdo bem como para a
construcdo de modelos farmacoforicos 3D especificos para cada enzima. Esses dados foram
utilizados para a sele¢do de um conjunto de 8 candidatos a inibidores da PtpA e 5 candidatos a
inibidores da PtpB. Portanto, estudos de biologia molecular estrutural e quimica medicinal



foram empregados com sucesso para o estabelecimento de uma plataforma produtiva dos
alvos selecionados bem como para a sele¢do de novos candidatos a inibidores.

Palavras-Chave: Proteina tirosina fosfatase. Tuberculose. Purificacdo. Cristalografia.
Modelagem computacional.



ABSTRACT

RODRIGUES, V. K. T. Structural and computational studies from protein tyrosine
phosphatase A and B of Mycobacterium tuberculosis. 2016. 93 p. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncias) - Instituto de Fisica de Sdo Carlos, Universidade de Sdo Paulo, S&o Carlos,
2015.

Tuberculosis (TB) is a serious public health problem and the second leading cause of death
among infectious diseases. In 2014, 9.6 million cases, and approximately 1.5 million deaths
were reported. The National Program for Tuberculosis Control recommends the simultaneous
administration of four drugs as treatment for the disease. However, inadequate treatment
determines the emergence of multidrug- and extensively-resistant strains to available drugs.
Therefore, new molecular targets and drugs are urgently needed for the treatment of the
infection. The protein tyrosine phosphatases (PTPs) are a large family of enzymes responsible
for the hydrolysis of phosphate group bound to tyrosine residues in proteins. The importance
of these molecules is related to the regulation of a number of cellular functions, including
growth, intercellular interaction, metabolism, transcription, motility and immune response.
Based on Mycabacteirum tuberculosis genome analysis, two protein tyrosine phosphatases
(PTPA and PtpB) were related to mycobacterium survival in host macrophages. Both
enzymes have been explored as a molecular target for the development of new drugs for TB.
In this dissertation, the gene sequences encoding the enzymes PtpA and PtpB from M.
tuberculosis were successfully cloned in expression vectors. The soluble expression of the
proteins allowed the establishment of a standardized purification protocol. Crystallization
assays were conducted, protein crystals were obtained, and crystallographic data were
collected. We determine the crystallographic structure of PtpB in complex with a phosphate
group in the catalytic site at high resolution. This structure was then used in the subsequent
step for the discovery of new inhibitor candidates. Computational studies included a
combination of strategies for identifying interaction points relevant to the process of
molecular recognition and binding as well as the construction of 3D pharmacophore models
specific for each enzyme. These data were used to select a set of 8 and 5 compounds as PtpA
and PtpB inhibitor candidates, respectively. Therefore, structural molecular biology and
medicinal chemistry studies have been successfully conducted for the establishment of a
platform aimed to the production of the selected targets as well as for the selection of new

inhibitor candidates.



Keywords: Protein tyrosine phosphatase. Tuberculosis. Purification. Crystallography.
Computational modeling.
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1 INTRODUCAO

1.1 Tuberculose

Tuberculose é um grave problema de saude publica, sendo a segunda maior causa de
morte entre doencas infecto contagiosas, ficando atrds somente da infeccdo pelo virus de
imunodeficiéncia humana (HIV — do inglés Human Immunodeficiency Virus). As ultimas
estimativas apresentadas no Relatorio Global da Tuberculose de 2015 sdo de que existiam 9,6
milhGes de novos casos e aproximadamente 1,5 milhdo de mortes causadas por tuberculose

em 2014. A figura 1 mostra o nimero de novos casos por ano e sua distribui¢do pelo mundo.?

Estimativa de novos casos
de tuberculose

(todas as formas) a cada 100 000 . &
pessoas, por ano. \

0-9.9
10-19

20-49 %
50-124
o &
B 125299
B 300-499 Sem dados
- 2500 Niio se aplica

Figura 1 - Numero de novos casos de tuberculose e sua distribuicdo mundial, em 2014.
Fonte: Adaptada de WORLD...!

Nota-se uma grande variagdo na taxa de incidéncia de tuberculose entre os diferentes
paises, sendo as menores taxas encontradas, predominantemente, entre 0s paises de alta renda,
incluindo a Europa ocidental, Canada, Estados Unidos, Japdo, Australia e Nova Zelandia.

Nesses paises a taxa de incidéncia é menor do que 10 casos para cada 100.000 pessoas
por ano. A maioria dos paises da regido das Américas apresenta taxas menores que 50 casos

para cada 100.000 pessoas por ano. A maioria dos paises com alta incidéncia (HBCs — do
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inglés High Burden Countries) apresenta taxas entre 150 e 300 casos para cada 100.000
pessoas por ano. Os paises considerados HBC com menores taxas em 2014 foram o Brasil,
China e Russia, enquanto paises como Mogambique e Africa do Sul apresentaram taxas acima
de 500 para cada 100.000 pessoas!. Devemos considerar, ainda, o impacto da doenga no
aspecto socioecondémico, ja que boa parte dos individuos afetados estdo na faixa etaria entre
15 e 50 anos, sendo considerados economicamente produtivos.?

O agente etioldgico da tuberculose é o Mycobacterium tuberculosis, caracterizados
como bacilo curvo e classificado como bactéria gram-positiva do grupo de Actinomycetos,
subdiviséo Corynebacterium-Mycobacterium-Nocardia (CMN).2 Acometem
preferencialmente o pulm&o, mas também podem atacar qualquer outra parte do corpo como
rins e cérebro.*

E bem estabelecido na literatura que micobactérias possuem a parede celular composta por
trés regides distintas: i) uma camada interna (constituida por peptideoglicanos); ii) uma regido
intercamadas composta por acidos micélicos e arabinogalactanos e; iii) uma camada externa
composta por polissacarideos (figura 2).> Portanto, como a parede celular do M. tuberculosis é
rica em constituintes lipidicos, a penetracdo de antibioticos é dificultada, o que indica a

importancia desta estrutura para a sobrevivéncia da micobactéria.®

Porina

J Peptideoglicano
CONE

Membrana

citoplasmatica A, ‘

Figura 2- Representagéo esquemética da parede celular do Mycobacterium tuberculosis.
Fonte: Adaptada de PARK et al.®
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A tuberculose € normalmente transmitida por via aérea, através de goticulas expelidas
pela tosse, fala ou espirro de pessoas contaminadas com a doenga. Quando o individuo inala
essas goticulas, a micobactéria pode atingir os alvéolos, dando inicio a patogenicidade (figura
3).

Interior dos
alvéolos

A

Capilar sanguineo

o
Paredes e Interior dos Ruptura da
a.lvecflares. TS alvéolos parede — T
Bacilos ingeridos ——ﬂ do bronquiolo
Macréfago alveolar = /
1 77 e\

Bronquiolo

Camada externa do
tubérculo maduro

Cavidade —£

Macréfagos infiltrantes
(ndo ativados)

Tubérculo inicial

Centro Case0so ~—__
Macréfagos ativados —
Linfécitos |

Figura 3- Representacdo esquematica da patogénese da tuberculose. A) Micobactéria atinge os pulmdes e é
fagocitada pelos macrofagos alveolares. B) Dentro dos macréfagos a mesma evita a fusdo com o
lisossoma quando se inicia 0 processo de rapida divisdo e o sistema imunoldgico responde recrutando
macréfagos adicionais e outras células de defesa para a regido, que formam o tubérculo inicial ou
precoce. C) Depois de algumas semanas, alguns macréfagos morrem, libertando a micobactéria e
formando um centro caseoso no tubérculo. D) Comeca o processo chamado de liquefagdo. Uma
cavidade tuberculosa cheia de ar é formada, na qual os bacilos aerdbicos multiplicam-se fora dos
macréfagos. E) A liquefagdo continua até que o tubérculo rompa, permitindo que as micobactérias
extravasem para os bronquiolos.

Fonte: Adaptada de DISEASES...”

A infeccdo ocorre pela inalacdo da micobactéria que, quando atinge os pulmdes, é
fagocitada pelos macrofagos alveolares e desencadeia uma resposta inflamatoria (figura 3A).
Uma vez dentro dos macrofagos, a micobactéria modula a atividade do fagossoma evitando a
fusdo com o lisossoma, e entdo se da inicio ao periodo de rapida divisdo no qual a mesma
cresce exponencialmente até que haja uma resposta do sistema imunolégico do hospedeiro.
Essa resposta se da através do recrutamento de macrofagos adicionais e outras células de
defesa para a regido, que formam uma camada envolvendo os macréfagos infectados, também
chamado de tubérculo inicial ou precoce (figura 3B). A maioria dos macréfagos circundantes

ndo sdo bem sucedidos em destruir as micobactérias mas liberam enzimas e citocinas que
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causam uma inflamacdo prejudicial ao pulméo. Depois de algumas semanas, 0s sintomas da
doenca aparecem, ja que muitos dos macrofagos morrem, libertando a micobactéria e
formando um centro caseoso no tubérculo. Os bacilos aerébios ndo crescem bem neste local,
porém, muitos permanecem dormentes (tuberculose latente) e servem como base para a
reativacéo posterior da doenca (figura 3C). A mesma pode permanecer presa nesta fase, e as
lesbes tornam-se calcificadas, porém, em alguns individuos a doenga progride enquanto o
centro caseoso aumenta, num processo chamado de liquefacdo. Entdo, é formada uma
cavidade tuberculosa cheia de ar em que os bacilos aer6bicos multiplicam-se fora dos
macrofagos (figura 3D). A liquefacdo continua até que o tubérculo rompa, permitindo que as
micobactérias extravasem para os bronquiolos e, assim, sejam difundidas por todo o pulméo

e, em seguida, para os sistemas circulatorio e linfatico (figura 3E).

1.2 Sintomas e tratamento

Os sintomas da doenca envolvem tosse durante pelo menos trés semanas, dores no
peito, fraqueza ou fadiga, perda de peso, falta de apetite, febre, calafrios, sudorese noturna e
sangue no escarro.’ O diagnostico é feito através da baciloscopia, exame que detecta a
micobactéria no escarro’® e também através de teste tuberculinico, um teste cutineo que
determina a reatividade do individuo a proteina do bacilo.™

Desde os anos 70, quando foi desenvolvido pelo Conselho Britanico de Pesquisa
Médica, o tratamento recomendado para tuberculose envolve dois estagios. Os medicamentos
de primeira linha (tabela 1) sdo administrados simultaneamente (e.g., isoniazida, rifampicina,
pirazinamida e as vezes etambutol) por dois meses. Em seguida, o tratamento continua com
isoniazida e rifampicina por pelo menos mais quatro meses. O uso de varios farmacos é

necessario para a eficacia do tratamento e minimizar o surgimento de cepas resistentes. 12
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Tabela 1l - Estrutura quimica, principal alvo molecular e mecanismo de agdo dos farmacos tuberculostaticos de

primeira escolha.

Alvo Molecular

Mecanismo de Acéo

Farmaco Estrutura quimica
s N
Isoniazida “NH;
(INH)
Rifampicina
(RPM)
Q. MH;
Pirazinamida “L
(PZA) L~
G:\EC{J& ’l::v
. oH HH™ ~NH
Estreptomicina b 02 T o, A on
HO™ rlu— HO™ ™
OH '1"-"_"'?” MH
y ~OH
Etambutol &NMN;‘V
: H
(EMB) o’

Atua na enoil-ACP
redutase (InhA)

Atua na subunidade
B da
RNA polimerase

Alvo exato ainda é
desconhecido; é um
pré-farmaco.

Atua na subunidade
ribossomal 30S

Atua na arabinosil
transferase (EmbB)

Inibe a sintese de acidos
micélicos, principais
constituintes da parede
celular

Inibe a sintese de RNA

O é&cido pirazindico
reduz o pH do ambiente
e rompe a membrana
plasmaética

Inibe a sintese protéica

Inibe a polimerizacédo de
arabinogalactano e
lipoarabinomanano,

constituintes da parede

celular

Fonte: Adaptado de BUENO. 3; MECHANISM...'%; PIRAZINAMIDA 4

1.3 Cepas resistentes

O tratamento inadequado da tuberculose tem favorecido o

surgimento de cepas

resistentes aos farmacos. Inicialmente, a resisténcia surgia devido ao uso de um unico

antibiético no tratamento de primeira linha. Diante disso, a estratégia de terapia combinada

passou a ser empregada, tendo em vista a necessidade de prevenir esse surgimento.

Inevitavelmente, apds 0 uso dessa terapia por mais de trinta anos, ocorreu a selecdo de cepas

resistentes do Mycobacterium tuberculosis. Existem multiplas razGes para o surgimento

dessas cepas, incluindo a prescrigdo inadequada de antibioticos, falta de comprometimento
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com o tratamento, muitas vezes devido a sua longa duragdo, fornecimento de remedios de
baixa qualidade, entre outros.? 1

Em 2014, a estimativa mundial era de 480.000 casos de tuberculose multirresistente
(MDR — do inglés Multidrug Resistant).! As cepas identificadas apresentaram resisténcia a
rifampicina e isoniazida.'® O tratamento recomendado nesses casos consiste no uso de pelo
menos quatro medicamentos da terapia de segunda linha (tabela 2), com duragdo minima de
20 meses.!” & Adicionalmente, ja foram reportados casos de resisténcia aos farmacos de
segunda linha (e.g., fluoroquinolona, capreomicina, canamicina e amicacina). Nesses casos, a
tuberculose é denominada de extensivamente resistente e o tratamento é muito mais dificil
ja que deve ser feito um levantamento minucioso do tratamento antibacilar do individuo,
sendo assim, muito particular. A OMS sugere utilizacdo, por pelo menos 12 meses, de
pirazinamida concomitantemente a outro farmaco de primeira linha, utilizacdo de quinolonas
de Gltima geracdo e uso de um agente injetdvel (aminoglicosideo ou capreomicina) para o

qual a micobactéria demonstrou sensibilidade.

Tabela 2 - Estrutura quimica, principal alvo molecular e mecanismo de acdo dos farmacos tuberculostaticos de
segunda escolha.

Mecanismo de

Farmaco Estrutura quimica Alvo Molecular Aciio
HO rr{ {NHE
MNH; =
Hoﬁl—n,_ SR OH
HNT 0" :: "o oM Atuam nas proteinas
C . OH OH OH . . . .

anamicina e ribossdmicas S12 e rRNA  Inibe a sintese
Amicacina 16S (subunidade proteica

R=H - Canamicina

R=COCH(OH)CH2CH2NH2 > Amicacina ribossomica 305),

" i F
HN"”“N o
w 2
5 ”\(ENJH/\N 0 Atua na proteina rRNA
. Ml O do A 16S (subunidade L
Capreomicina O THNH © ribossomica 30S) Inibe a sintese

A ’ proteica
fH, T o

(continua)
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Tabela 2 - Estrutura quimica, principal alvo molecular e mecanismo de acdo dos farmacos tuberculostaticos de

segunda escolha.

Farmaco

Estrutura quimica

Alvo Molecular

Mecanismo de
Acéo

Cicloserina

Acido p-

aminossalicilico

Etionamida

Fluoroquinolonas

Tiacetazona

he

O
HaN
JMH
8]

NH
HO .i
Sa, M

=
| =

M

0
F
R N

A A

HM

:
OH
Hz

Q

OH

|
M.,

A

55 NH,

Atua nas enzimas D-alanil-D-
alanina sintetase, alanina

racemase e alanina permease

Age possivelmente na

diidropteroato sintase

Inibe a atividade do gene InhA

do M. tuberculosis

Atuam na DNA
girase, ou na topoisomerase 1l

bacteriana

Alvo ainda é desconhecido

Inibe a sintese de
peptideoglicanos,
constituintes da
parede celular

Inibe a sintese de

folatos

Inibe a sintese de
acidos micolicos,
constituintes da

parede celular

Inibe a
compactacéo da
molécula de DNA

bacteriana

Inibe da sintese de

acidos micolicos

Fonte: Adaptado de BUENO.%; ARBEX.*®

Além do surgimento de cepas resistentes, outro fator que contribui para o aumento da

incidéncia da tuberculose é a co-infeccdo com o virus da AIDS. Globalmente, pessoas

portadoras do virus da imunodeficiéncia tém entre 20 e 30 vezes mais chance de serem

infectadas pelo M. tuberculosis, sendo tuberculose a causa de morte mais comum entre

portadores do virus da AIDS.2?' Em 2014, 1,2 milhdo de pessoas que desenvolveram

tuberculose estavam co-infectadas.t

Diante do surgimento dessas cepas multirresistentes e extensivamente resistentes aos

medicamentos disponiveis, surge a necessidade de investigar novos alvos moleculares e

desenvolver novos farmacos que sejam Uteis e eficazes para o tratamento da tuberculose.
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1.4 Alvos moleculares

O desenvolvimento de ciéncias como gendmica, protebmica, metaboldmica e
citbmica, juntamente com o avanco de técnicas da bioinformatica e de métodos de elucidacao
estrutural tais como cristalografia de raios-X e ressonancia magnética nuclear (RMN), tem
possibilitado a elucidacdo estrutural e bioquimica de um nimero cada vez maior de alvos
moleculares.?? Com o avanco nas areas de pesquisa, familias de moléculas sinalizadoras estdo
sendo definidas e as complexidades da regulacdo da transducdo de sinal estdo se tornando
aparentes. Um exemplo desse avanco é o reconhecimento da importancia das proteinas
fosfatases, que funcionam em coordenacdo com as proteinas quinases na regulacdo dos
processos de sinalizagdo. 2

As proteinas tirosina fosfatases (PTPs) constituem uma grande familia de enzimas
responsaveis pela hidrolise do fosfato ligado aos residuos de tirosina em proteinas e sao
definidas pelo motivo assinatura do seu dominio catalitico ((H/V)C(X)sR(S/T)).%* Esse
motivo assinatura pode ser observado nos alinhamentos representados nas figuras 4 e 5. O
dominio catalitico das PTPs consiste de estruturas secundérias o e 3, sendo composto de um
ntcleo de folhas-p flanqueado por a-hélices.?

As PTPs sdo proteinas estruturalmente diversas divididas em quatro subfamilias: (1)
PTPs classicas especificas, (2) PTPs com dupla especificidade (DSPs), (3) PTPs Cdc25 (cell
division cycle-25), e (4) PTPs de baixo peso molecular (LMW — low molecular weight). 28

Apesar de possuirem baixa similaridade sequencial, essas proteinas sdo classificadas
na mesma superfamilia devido ao seu mecanismo catalitico comum, no qual o residuo de
cisteina catalitico executa um ataque nucleofilico no grupamento fosfato do substrato. Além
disso, para as PTPs de baixo peso molecular, um residuo de aspartato conservado também &
importante para a catalise (figura 4), primeiramente protonando o grupo fenolato do substrato,
agindo como um &cido e, depois, como uma base, ativando uma molécula de &gua para
promover a hidrdlise.?’

A importancia destas proteinas fosfatases reside no fato de estarem envolvidas na
regulacdo de uma série de funcBes celulares, tais como crescimento, motilidade, interagdo
intercelular, metabolismo, transcricdo, motilidade e resposta imune.?® Pesquisas realizadas a
partir da determinacéo das primeiras sequéncias de PTPs indicam o envolvimento das mesmas

em varias doencas humanas, tais como diabetes mellitus tipo 2, alguns tipos de céancer,
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esquizofrenia, desordem bipolar, osteoporose, obesidade, entre outros?®, revelando assim, seu

potencial como uma nova classe de alvos terapéuticos.

mPtpA e MSDPLHVTF PMAEKMFAQQLRHRGLGDAVRVTSAGTGNWHVGSCADERAAGVLRAHGYPTDHRAAQV
LMW-PTPase = ————————————— AEQVTKSVLEFY PIAEAVFRKLVTDQNISDNWVIDSGAVSDWNVGRSPDPRAVSCLRNHGINTAH-KARQ
PtpA (S. aureus) = ———————————— AYFQGMVDVAFY PMAEAIMRQRLKDRNI-HDIKVHSRGTGSWNLGEPPHEGTQKILNKHNIPFDGMISEL
YfkJ GSHMASMTGGQOMGRGSMISVLEY PMAEAIFRDLAAKKGLEGKIKADSAGIGGWHIGNPPHEGTQEILRREGISFDGMLARQ
ko okokk okokkkkkokkk sz o LI . - *,, .
mPtpA GT--EHLAADLLVALDRNHARLLRQLGVEAAR-VRMLRSFDPRSGTHALDV. YYGDHSDFEEVFAVIESALPGLHDWVDERLARNGPS
LMW-PTPase VTKEDEVTFDY ILCMDESNLRDLNRKSNQVKNCRAKIELLGSYDPQKQLIT YYGNDADFETVYQQCVRCCRAFLEKVR-————————
PtpA (S. aureus) FE--ATDDFDYIVAMDQSNVDNIKSINPNLKG--QLFKLLEF-SNMEESDV. YYTN--NFEGVYDMVLSSCDNLIDYIVKDANLKG-—
YfkJ

VSEQDLDDFDYITAMDAENIGSLRSMAGFKNT-SHIKRLLDYVEDSDLADV YYTG--NFEEVCQLIKTGCEQLLASIQKEKQL—-——
* * B .

S H Lo .. Lok k ko Skk . .

Figura 4 - Alinhamento de PTPs de baixo peso molecular de Mycobaterium tuberculosis (MPTPA), Bos taurus
(LMW-PTPase), Staphylococcus aureus (PtpA) e Bacillus subtilis (YfkJ), destacando o motivo
assinatura do dominio catalitico e os residuos aspartato conservados.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 5 - Alinhamento de PTPs de Mycobaterium tuberculosis (mPTPB), Homo sapiens (Ptp1B), Mus musculus
(R-PTP-S), Yersinia enterocolitica (Yoph) e Rattus novergicus (Vascular PTP-1), destacando o
motivo assinatura do dominio catalitico.

Fonte: Elaborada pela autora.

Assim, a partir da analise do genoma do M. tuberculosis, foram identificadas duas

proteinas tirosinas fosfatases (PtpA e PtpB), responsaveis pela sua sobrevivéncia nos

macrofagos do hospedeiro.®® Ambas contém as sequéncias consenso que as definem como

proteinas tirosina fosfatases, o motivo P loop do sitio ativo e um aspartato essencial para a
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reacdo catalitica. Enquanto PtpA é classificada como uma fosfatase de baixa massa molecular
(LMW), a PtpB é classificada como classica especifica (PTP).3!

A inativacdo dos genes que codificam essas proteinas inviabilizou a sobrevivéncia do
M. tuberculosis nos macréfagos, validando ambas as PTPs como alvos terapéuticos atrativos

para o desenvolvimento de novos farmacos.303?

1.4.1 Proteina tirosina fosfatase A (PtpA)

A proteina tirosina fosfatase A (PtpA) pertence a familia das proteinas tirosinas
fosfatases de baixa massa molecular (LMW), com massa molecular de 18 kDa e presente em
espécies de micobactérias de crescimento lento, bem como saprofitos de crescimento rapido.
N&o apresentam aparente homologia de sequéncia com as fosfatases de massa molecular
elevada, exceto o motivo assinatura conservado ((H/V)C(X)sR(S/T)), mencionado
anteriormente e apresentado na figura 4, situado perto da extremidade N-terminal.®

A ampla distribuigdo das PTPases de baixa massa molecular entre organismos desde
bactérias a humanos sugere o seu papel fundamental nas fungGes celulares.®® A estrutura da
proteina tirosina fosfatase A do Mycobacterium tuberculosis (PtpA) é composta por um Gnico
dominio caracterizado por um conjunto de quatro folhas B centrais, paralelas, torcidas e

flanqueadas por a hélices de ambos os lados (figura 6).

Figura 6 - Estrutura 3D da proteina tirosina fosfatase A - PtpA (PDB ID, 1U2P).

Fonte: Elaborada pela autora.
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O sitio de ligacdo ao fosfato, que compreende os residuos 11 ao 18, é localizado em
uma cavidade profunda. As paredes dessa cavidade sdo formadas principalmente por residuos
aromaticos e hidrofobicos, tais como Trp48, His49, Tyrl28 e Tyr129. A Cysll funciona
como um nucleofilo catalitico que ataca o atomo de fdésforo do substrato, formando uma
fosfoenzima intermediéria. O residuo Argl7 tem papel critico no reconhecimento e ligacdo de
substratos fosforilados. A liberacdo do substrato desfosforilado ocorre apos a transferéncia de
um préton do residuo Asp126.3*

O crescimento de uma cepa de Mycobacterium tuberculosis com knockout do gene
codificante para PtpA em células THP-1 de macrofagos mostrou ser atenuado quando
comparado com a cepa H37Rv. Esse dado indicou que a inibicdo seletiva da PtpA tem
impacto significativo na viabilidade intracelular do M. tuberculosis.®

Os pioneiros na descricdo de inibidores de PtpA de M. tuberculosis, Waldmann et
al.®, avaliaram os analogos de produtos naturais estevastelina, roseofilina e prodigiosinas, e
obtiveram valores de ICso entre 8,8 e 28,7 uM (tabela 3). Além disso, outros pesquisadores
também estudaram a PtpA como alvo molecular. Por exemplo, Madhurantakam et al.*
caracterizaram molibdato, ortovanadato e tungstato de sédio como inibidores reversiveis de
PtpA e Ellman et al. identificaram um derivado benzanilida como inibidor seletivo da PtpA,
com um valor de Ki de 1,4 uM3¥. Mais recentemente, uma série de naftil chalconas foi
descrita como inibidores de alta afinidade para PtpA.2% 3% Mascarello et al.*8, descobriram
cinco compostos ativos frente a PtpA que apresentaram valores de Ki variando de 4,9 a 21,3
uM. As naftil chalconas sdo compostos sintéticos que atuam como inibidores competitivos de
PtpA e que mostraram significativa atividade inibitoria do crescimento de M. tuberculosis em
macrdfagos infectados. Ja Chiaradia et al.3” identificaram um derivado de vanilina benzilada
com valor de ICso = 15 uM (tabela 3), cuja predicdo do modo de ligag&o indica que interacbes
polares sdo essenciais para a orienta¢do do composto no sitio ativo, bem como intera¢des ndo

polares que auxiliam da estabilizacao no inibidor na cavidade.*
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Tabela 3 - Compostos com atividade inibitoria frente a PtpA relatados na literatura.

Inibidor Estrutura I1Cs0 e/ou Ki Referéncia
(H2C)12H30\/:\H/NH
OO ~ &
Anélogo de O Co 2 8.8 WM Waldmann et
Estevastelina N NH R al. ®
H
OBzi
OH
— Z
N
-
Analogo de Roseofilina ~ O Waldmann et
.. 1C50=9,4 uM
e Prodigiosinas al. %
/ ~NH
—
Analogo de Roseofilina Waldmann et
L ICso = 28,7 uM
e Prodigiosinas al. ®
O
] o ” I1Cs0 = 24,5 uM Madhurantakam
Molibdato de Sodio O—Mo—O"Na* ]
Ki=2,67uM etal. 3
O Na*
0]
*Na O\ //
_ W I1Cs0 = 30,8 uM Madhurantakam
Tungstato de Sédio // \O‘ ot Ki =053 uM ot al. %
O

(continua)
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Tabela 3- Compostos com atividade inibitdria frente a PtpA relatados na literatura.
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Inibidor Estrutura I1Cso e/ou Ki Referéncia
F
OH| _F
HO\F|> H
I H
Derivado Benzanilida © N CFs Ki=14 M Ellman et al.¥’
o}
Br
CF3
OCH30 ‘
Derivado de Naftil O O I1Cs0 = 39,5 uM Mascarello et
Chalconas Ki=21,3 uM al.%°
OCHs
OH O ‘
Derivado de Naftil O O ICs0 = 50,2 uM Mascarello et
Chalconas Ki=9,1uM al.%°
OCH30
. . Z
Derivado de Naftl ICxo=84uM  Mascarello et
= 30
Chalconas OCH, Ki=5,4uM al.
o}
. . HsCO
Derivado de Naftil O Z OO ICso=53,7uM  Mascarello et
Chalconas HO Ki=17,9 uM al.%
o}
. _ HsCO
Derivado de Naftil O 7 OO ICsp=23,1uM  Mascarello et
Chalconas HsCO Ki=4,9uM al.%0
o}
Derivado de Vanilina ICs0 =15 uM Chiaradia et al.
Benzilada Ki=12 uM 87

Fonte: Elaborada pela autora.
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1.4.2 Proteina tirosina fosfatase B (PtpB)

A proteina tirosina fosfatase B (PtpB) é uma proteina globular de, aproximadamente,
30 kDa, e dominio unico constituido de quatro folhas P paralelas centrais, cercada de hélices a
(figura 7). A comparacdo da sequéncia da PtpB de M. tuberculosis com outras PTPs de
organismos procarioticos revelou duas grandes inser¢fes Unicas a proteina homologa de M.
tuberculosis. A primeira regido da inser¢éo (85-117) forma um segmento desordenado com 31
residuos na alga que conecta a folha B3 e a hélice a4. A segunda inser¢cdo compreende 0s
residuos 211-224, que formam uma “tampa” composta por duas grandes hélices que cobrem
completamente o sitio ativo. Esta “tampa” tem de se mover para permitir 0 acesso ao sitio

catalitico, o qual estd completamente enterrado na estrutura PtpB.3!

Figura 7 - Estrutura 3D da proteina tirosina fosfatase B - PtpB (PDB 1D, 20Z5).

Fonte: Elaborada pela autora.

A PtpB compartilha as mesmas caracteristicas estruturais de sitio ativo com outras
PTPs. Por exemplo, a cisteina catalitica (Cys160) encontra-se posicionada na sequéncia
consenso da alca P entre a folha B5 e a helice a6. O dipolo formado pela hélice 06, as cargas
positivas parciais dos hidrogénios das amidas da cadeia principal da alca P e a cadeia lateral
do residuo Argl66 orientam o grupo fosfato do substrato que se liga na extremidade N-

terminal da hélice a6.3!
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A PtpB de M. tuberculosis tem sido explorada como alvo molecular para o
desenvolvimento de farmacos por exercer fungdo central na sobrevivéncia da micobactéria no
macrofago.34° Nesse sentindo, Oliveira et al.** estudaram a atividade inibitoria de sulfonil-
hidrazonas contra PtpB de M. tuberculosis e identificaram essa classe de moléculas como
inibidores competitivos e reversiveis com valores de Ki entre 2,5 e 15 uM (tabela 4).
Mascarello et al.*® descobriram o inibidor Kuwanol E (KuwE), que apresentou valor de Ki =
1,6 UM (tabela 4). As naftil chalconas descobertas por Chiaradia et al.*®* como inibidores da
PtpA também apresentaram atividade inibitdria frente a PtpB, entre os quais oito compostos
mostraram-se inibidores potentes dessa enzima (ICso < 100 uM). Dentre eles, o derivado de 2-
naftilaldeido foi o mais potente, com ICsode 12 uM (tabela 4).

Grundner et al.*? descobriram um derivado oxalilamino-metileno tiofeno sulfonamida
(OMTS) como inibidor potente competitivo e seletivo de PtpB de M. tuberculosis com valor
de ICso de 0,44 uM (Tabela 4). A estrutura tridimensional do complexo PtpB-OMTS foi
resolvida cristalografia de raios-X na resolucdo de 2,0 A, revelando uma grande mudanca
conformacional que envolve a movimentacdo da hélice a8, permitindo assim 0 acesso ao sitio
ativo.

Outras classes de inibidores de PtpB de M. tuberculosis foram identificados e
caracterizados entre elas citam-se: os derivados de indol com valor de ICsp entre 0,36uM e
1,12 uM e com indice de seletividade de até 100 vezes para PtpB de M. tuberculosis*?; os
hexapeptideos ciclicos extraidos de cianobactéria Tychonema sp apresentaram valor de ICso
de, aproximadamente, 8,0 uM,*; os derivados indolil-espirotiazolidinonas com valores de
ICso de 355 a 1,2 uM* e, recentemente, benzofuranos com atividade inibitoria sub-
micromolar.38 45

Tabela 4 - Compostos com atividade inibitdria frente a PtpB relatados na literatura.

Inibidor Estrutura 1Cso e/ou Ki Referéncia

0
o]
Sulfonil-hidrazona NOg—NH .

) & N= ICs0=41pM  Oliveira et al.
der_lvada fja_N— Lo Ki = 15 M M
fenilmaleimida

Sulfonil-hidrazona Q .

. @ NOS—N‘H IC50=18 pM  Oliveira et al.
derivada da N- O N= Ki=7.0uM “

i=7,
fenilmaleimida CH; © ‘@ g

(continua)
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(Continuaco)

Tabela 4 - Compostos com atividade inibitoria frente a PtpB relatados na literatura.

Inibidor Estrutura I1Cso e/ou Ki Referéncia
8 o)
Sulfonil-hidrazona I
. m N‘@’?'N‘n_ IC50=21pM  Oliveiraetal.
derivada da N- o )
CH; O Ki=2,5uM 4
fenilmaleimida
Cl
0
Sulfonil-hid 2
ulfonil-hidrazona _
] E’I NO? N:__ IC50=39 uM  Oliveiraetal.
derivada da N- o ]
. . CH; © Ki = 9,0uM “
fenilmaleimida
Br
\
OH
|C50 = 1,9
) Mascarello et
Kuwanol E (KuwE) MM Ki=1,6 |
al.
Y

Derivado de 2-
naftildeido

OMTS (oxalilamino-
metileno) - tiofeno

sulfonamida

Brunsvicamida C
(hexapeptideos
ciclicos de
cianobactéria

Tychonema sp)

/ OH
VAR
0
bm
CHj
NH
CHy £~ “CHs
N H
WANH CHs
(0] O W
02 >NH O U CH,
HsC
O HN O 3
AW e} \E/\CH;;

ICso= 12 uM

|C50 = 0,44
UM

|C50 = 8,0
M

Chiaradia et al.
39

Grundner et al.
32

Miiller et al.*

(continua)
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Tabela 4 - Compostos com atividade inibitoria frente a PtpB relatados na literatura.
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Inibidor Estrutura I1Cso e/ou Ki Referéncia
= CHs
. s
Brunsvicamida C (|3H3 £~ TCHs
(hexapeptideos N A NH CH
icli o WO‘A C3 1Cs0 =80 0 43
ciclicos de o” >N O SNch M Mdiller et al.
cianobactéria o HN HsC
o \en,
Tychonema sp) \_/\“ /_\fo
HO
NH CHs
. . Va
Brunsvicamida B CHs g CHs
(hexapeptideos K NH CH
- L he : ICo=73
ciclicos de CHs Miiller et al.*®
nobactéri HaG uM
cianobactéria . O HN_ _O
Kf O L "oh,
Tychonema sp) HN /‘Y
HO3S
* s
) ) )
. . N 1C5 = 0,36 Noren-Miiller
Derivado de indol
O ¢ uM etal. %2
HO3S
] . 1Cs50 = 0,42 Noren-Miller
Derivado de indol
O uM et al. 42
is
°
] . N 1Cs50 = 0,43 Noren-Miller
Derivado de indol
uM et al. 42

(continua)
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Tabela 4 - Compostos com atividade inibitdria frente a PtpB relatados na literatura.

Inibidor Estrutura I1Cs0 e/ou Ki Referéncia
HO;S
A\
_ _ N ICs =052  Noren-Miller
Derivado de indol o
uM etal. %
N
\
Was
HO;S
C N\ Noren-Miiller
N 1Cs50 = 0,86
. . etal. %
Derivado de indol O o uM
HO;S
\ o
) ) N ICs0=1,12 Noren-Miller
Derivado de indol
/@/K uM et al. 4
o)
Cl
N o 1] |
Derivados indolil- | ICs0=1,2 Vintonyak et
o= )
espirotiazolidinonas CF; uM al.44
HO
o)
F
F\@\ (0]
Derivados indolil- OZN\@?S:OZ ICs=21 Vintonyak et
espirotiazolidinonas N uM al.44
Cl
. o L)
Derivado de ICs0 = 0,038
He et al.®
benzofurano uM

Fonte: Elaborada pela autora.
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15  Planejamento de fArmacos

Determinar e compreender a intera¢do entre macro- e micromoléculas, que pode atuar
tanto como agonista/antagonista ou substrato/inibidor, € uma etapa importante para se
compreender a maioria dos mecanismos moleculares e processos celulares.*® Com os grandes
avancos na gendmica e protedmica houve um aumento significativo no nimero de alvos
moleculares bem como na elucidacdo do seu papel no processo fisiopatoldgico. Esse cenario
favoreceu a geracio de novas oportunidades para o planejamento de novos farmacos.*’

O processo de descoberta e desenvolvimento de farmacos é complexo, longo e de alto
custo. Os avangos expressivos da quimica e biologia e a melhor compreensdo de vias bioquimicas,
alvos moleculares e de mecanismos que levam ao aparecimento e desenvolvimento de doencas,
tornaram possivel a descoberta de inovagfes terapéuticas notaveis, proporcionando melhorias
significativas na qualidade de vida das diversas popula¢@es no mundo.

As moléculas bioativas (ou ligantes, do inglés hits) podem ser identificadas a partir de
triagens reais (e.g., fenotipicas ou bioguimicas) ou virtuais (e.g., computacionais) de produtos
naturais, compostos sintéticos ou cole¢Ges combinatérias, ou ainda mediante planejamento
racional. E importante mencionar que em todos os casos, as propriedades biol6gicas devem ser
determinadas experimentalmente, sendo necessario o desenvolvimento de ensaios padronizados e

validados de alta qualidade.?

1.5.1 Cristalografia

O desenvolvimento de novos farmacos mais eficazes e seguros € o objetivo principal
do processo de descoberta e planejamento de moléculas bioativas. Nesse contexto, a
cristalografia de raio-X tem desempenhado um papel importante na revolugdo da biologia
estrutural como um dos métodos técnica mais poderosa para decifrar a arquitetura
tridimensional de macromoléculas bioldgicas em resolucio atdmica ou proximo de atémica.*®

A cristalografia de raio-X é uma ciéncia dedicada ao estudo da estrutura molecular e
cristalina, bem como das relagdes entre essa estrutura e suas propriedades, e integra
especialidades como a fisica, quimica, biologia, bioquimica e computacdo.*® Os avancos
significativos nos métodos de cristalografia de proteinas bem como a disponibilizagdo de

feixes de alta intensidade em sincrotrons de ultima geracdo tém levado a uma redugdo dréstica
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no tempo necessario para a elucidagdo de estruturas macromoleculares.®® Um resultado direto
desses avangos pode ser observado no crescimento constante no numero de estruturas
depositadas em bancos de dados que podem ser acessados livremente, entre 0s quais se
destaca 0 banco de dados de proteinas (PDB, do inglés, Protein Dara Bank). A figura 8
representa 0 aumento exponencial de estruturas depositadas desde 1972 até 2016, no qual o
namero de estruturas depositadas até o més de Agosto era de cerca de 122 mil estruturas.
Esses avancos também contribuem para o desenvolvimento dos estudos de
macromoléculas, tanto a abordagem tradicional quanto a de larga escala. A abordagem
tradicional integra estudos cristalograficos com métodos bioquimicos, biofisicos e de quimica
medicinal para a resolucdo de um pequeno conjunto de macromoléculas. Ja a abordagem em
larga escala envolve a elucidacdo do genoma estrutural através da determinacdo da estrutura

tridimensional do maior nimero possivel de proteinas de um determinado organismo.*°

Numero total de estruturas depositadas no PDB
140000

120000
100000
80000
60000
40000
20000
0

(V= 0 S & D FE S TS S
O R S HSRCRCIC MG

Figura 8 - Grafico do crescimento do nimero de estruturas depositadas no PDB de 1972 até 2016.

Fonte: Adaptada de PROTEIN...?!

O objetivo da cristalografia de raio-X é determinar a estrutura tridimensional de uma
molécula a partir de um cristal. Para tanto, € necessaria uma amostra pura e de alta
concentragcdo da molécula de interesse, a qual é cristalizada em condigdes especiais e, entéo,
exposta a um feixe de raio-X. O padrdo de difracdo resultante é analisado e fornece
informacdes tais como simetria do cristal e organizacdo da proteina na célula unitaria. E a
partir do padrdo de difracdo que se obtém o mapa de densidade eletronica, o qual auxilia na

determinagéo da posicio dos 4&tomos que constituem o cristal.5?
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Os estudos cristalograficos sdo componentes fundamentais para o desenvolvimento e a
aplicacdo de métodos em bioinformaética, incluindo a modelagem molecular e o planejamento
de farmacos baseado na estrutura de receptores (SBDD, do inglés, Structure-Based Drug
Design). De fato, diversos métodos em bioinformatica utilizam como pré-requisito o

conhecimento tridimensional detalhado da macromolécula em estudo.*®

1.5.2 Métodos computacionais

Desde a selecdo do alvo biologico até a descoberta de um novo farmaco inimeras
abordagens computacionais podem ser aplicadas nos diferentes estagios de desenvolvimento.
Nos estagios iniciais, o foco principal concentra-se em reduzir o nimero de possiveis ligantes
para um alvo biol6gico, enquanto que nos estagios mais avangados o trabalho € focado em se
obter ligantes com propriedades fisico-quimicas, farmacodindmicas e farmacocinéticas
préximas ao ideal >

Como existe um grande numero de alvos moleculares utilizados no planejamento de
farmacos, é necessario que se faca uso de métodos réapidos e relativamente precisos que sejam
capazes de reduzir o numero de compostos de partida. Uma das principais técnicas utilizadas
para tanto € a triagem virtual, que utiliza métodos computacionais, também conhecidos pelo
termo “in silico”, para selecionar compostos organicos promissores como ligantes de alvos
terapéuticos de interesse. Assim, 0s compostos identificados como promissores, tanto do
ponto de vista farmacoférico como do ponto de vista de suas propriedades fisico-quimicas,
podem ser sintetizados, ou adquiridos de empresas especializadas e, posteriormente,
investigados em ensaios biol6gicos.>*

Os métodos baseados na estrutura do alvo molecular utilizam como estratégia
principal os calculos de docagem para selecdo de ligantes. Os métodos de docagem molecular
(do inglés molecular docking) sdo baseados no modelo chave-fechadura, proposto por Emil
Fischer em 1894, no qual o alvo molecular é associado a uma “fechadura” e seu sitio de
ligagéo é considerado como o “buraco da fechadura”. A possivel “chave” é o ligante, e a
interacdo entre o ligante e o alvo esté relacionada a uma das possiveis agdes de “abrir ou
trancar” a porta. E importante lembrar que, no meio bioldgico, tanto o ligante como o alvo
molecular sdo flexiveis e essa flexibilidade pode influenciar o processo de formagdo do

complexo receptor-ligante.®
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Atualmente existem diversos programas de docagem molecular disponiveis, sendo
Gold,*® Glide,>"*8 FlexX,* Surflex-Dock,%® Autodock® e DOCK®2 os que mais se destacam.®®
Resumidamente, os programas de docagem molecular geram diferentes conformacées para 0s
ligantes, em seguida avaliam e classificam as conformacgdes de menor energia através de
funcBes de pontuacédo de energia. Os programas distinguem-se principalmente pelo método de
busca e pela fungdo de pontuacdo empregada. Programas de busca estocastica, como Glide,
AutoDock e Gold empregam tanto algoritmos genéticos como métodos de Monte Carlo para
avaliar conformacdes dos ligantes flexiveis no sitio ativo, enquanto que os algoritmos de
construcdo incremental, como por exemplo Surflex e FlexX, envolvem a montagem de
fragmentos rigidos unidos por ligacGes rotacionaveis. De modo geral, os programas de
docagem tém como objetivo principal gerar modos de ligacdo realistas mantendo o custo
computacional dentro de um limite aceitavel, permitindo, assim, a identificacdo e
classificacdo de conformagdes bioativas Uteis para o processo de descoberta e
desenvolvimento de farmacos.®4%

Uma das alternativas para se restringir o imenso espaco quimico atualmente disponivel
consiste na utilizacdo de modelos farmacoféricos. A definicdo de um farmacoéforo, de acordo
com a IUPAC é,

“Um farmaco6foro é um conjunto de caracteristicas eletrdnicas e estéricas
necessarias para garantir a interacdo supramolecular ideal com a estrutura do alvo
molecular especifico e ativar (ou inibir) a sua resposta biologica.”

Um modelo farmacoforico tridimensional pode ser construido com base em ligantes
conhecidos, de modo a sobrepb-los e analisar caracteristicas em comum dos mesmos, ou
através do uso de sondas que sdo posicionadas na cavidade do sitio de ligacdo da molécula de
interesse indicando possiveis pontos de interacio entre a micro- e a macromolécula.®’
Portanto, apds a construcdo do modelo farmacoférico, é possivel fazer uma busca
tridimensional e selecionar ligantes em banco de dados que tenham as caracteristicas desejada
de acordo com o farmacoforo, em seguida, as moléculas que satisfazem as restri¢oes
farmacoforicas podem ser utilizadas no processo de triagem virtual baseado no alvo receptor.

Alguns programas utilizados para a construgdo do farmacoforo sdéo MOE (Chemical
Computing Group), PHASE (Schrddinger Inc.) e Sybyl (Tripos Inc.), que também apresenta
integrado a plataforma o sistema Unity, utilizado para a busca tridimensional.
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2 OBJETIVOS

O objetivo fundamental desta dissertagdo de mestrado € estabelecer uma plataforma
produtiva para a obtencdo das enzimas PtpA e PtpB de M. tuberculosis em sua forma pura
visando-se a determinacdo estrutural e a utilizacdo dessa informacdo para a identificacdo de
novos candidatos a ligantes. Para alcancar esse objetivo fundamental estabelecemos os
seguintes objetivos especificos:

e Clonagem das sequéncias codificadoras para as enzimas PtpA e PtpB de M.
tuberculosis;

e Expressdo e purificagdo das enzimas PtpA e PtpB de M. tuberculosis;

e Cristalizacdo das enzimas PtpA e PtpB de M. tuberculosis em complexo com
inibidores previamente identificados;

e Determinacéo da estrutura de complexos por cristalografia de raios X;

e Construcdo de modelos farmacofdricos tridimensionais baseados nos sitios de
ligagéo da PtpA e PtpB de M. tuberculosis;

e Triagem virtual com as enzimas PtpA e PtpB de M. tuberculosis;

e ldentificacdo e aquisicdo de candidatos a novos inibidores das enzimas PtpA e

PtpB de M. tuberculosis.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Estudos Experimentais

3.1.1 Clonagem em vetores de expressao

A amplificacdo dos genes que codificam as enzimas PtpA e PtpB de M. tuberculosis
foi realizada através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), empregando o sistema
Phusion™ (Finnzymes) — polimerase de alta fidelidade. Na reacdo foram empregados como
DNA molde para reacdo plasmideos contendo o fragmento a ser amplificado, gentilmente
cedido pelo Prof. Hernan Terenzi da Universidade Federal de Sdo Catarina, e 0s seguintes
oligonucleotideos iniciadores:

PtpA_LIC_Fw - 5" CAGGGCGCCATGGTGTCTGATCCGCTGC 3’

PtpA_LIC_Rv -5 GACCCGACGCGGTTAACTCGGTCCGTTCCG 3’

PtpB_LIC_Fw -5" CAGGGCGCCATGGCTGTCCGTGAACTGC 3’

PtpB_LIC_Rv -5 GACCCGACGCGGTTATCCGAGCAGCACCC 3

onde, destacado em negrito estdo as sequéncia de bases adicionais necessarias para 0
emprego do sistema LIC escolhido.

Apos a amplificacdo do segmento génico de interesse os fragmentos foram purificados
a partir do gel de agarose e tratados com T4 DNA polimerase na presenca de dATP,
formando-se as extremidades coesivas necessarias a clonagem. Os vetores pETM11, pETTrx
e pETNus-1a, por sua vez, foram extraidos de E. coli DH5a, tratados com Bsal e recuperados
do gel, seguindo-se o tratamento com T4 DNA polimerase na presenca de dTTP. A clonagem
foi realizada com um conjunto de vetores adaptados para a clonagem independente de
Ligacdo (LIC, do inglés Ligation Independent Cloning),®® e o produto das reacdes de
anelamento foi empregado na transformacdo de células competentes de E. coli DH10B.
Confirmou-se a presenca do plasmideo nos clones recombinantes atraves de PCR de coldnia
(figura 9), e em seguida essas coldnias positivas foram cultivadas em meio LB a 37 °C por

16h para extragcdo do DNA plasmidial.
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3.1.2 Testes de expressao

Células de E. coli Rosetta (DE3) foram transformadas com DNA plasmidial extraido
dos clones recombinantes e cultivadas a 37 °C em meio LB até a densidade optica de 0,8 em
600 nm. Em seguida a expressdo proteica foi induzida pela adicdo de 1 mM isopropil-f-
galactosideo (IPTG). Ap6s o término do periodo de expresséo, 4 h para expressdo conduzida a
37 °C e 16 h para expressdo conduzida a 20 °C, as células foram centrifugadas (4000 g, 4 ° C,
20 min) e lisadas por meio de ciclos de congelamento em Ni> e descongelamento. A
expressdao protéica na fracdo soltvel e insolavel foi avaliada por eletroforese em gel de

acrilamida.

3.1.3 Expressdo em maior escala e purificacio

Para expressdo em maior escala utilizou-se 10 mL de pré-inoculo crescido por 16
horas em LB a 37 ° C para 1000 mL de meio auto indutor ZYM5052%°. A expressdo ocorreu
por 16 h a 20 ° C, seguindo-se a separac¢do das células por centrifugacdo. Apds a ressuspensdo
em tampdo (50 mM Tris pH 8,0; 500 mM NaCl; 10% glicerol e 20 mM imidazol) as células
foram lisadas por sonicacdo em banho de gelo na presenca do inibidor de protease PMSF (2
mM) e do agente redutor DTT (4 mM). A fracdo sollvel foi separada por centrifugacao
(20.000 g, 4 °C, 20 minutos) para a purificacdo em etapas de cromatografia por afinidade e
exclusédo molecular.

A primeira etapa de purificacdo foi realizada por cromatografia de afinidade em
coluna HisTrap HP 5 mL explorando gradiente de imidazol, utilizando-se para tanto os
tampdes A (50 mM Tris pH 8,0; 500 mM NaCl; 10% glicerol e 20 mM imidazol) e B (50 mM
Tris pH 8,0; 500 mM NaCl; 10% glicerol e 500 mM imidazol). Apés a remogdo do imidazol
realizada por cromatografia de exclusdo molecular em coluna HiPrep Desalting 26/40
Sephadex G-25 Fine, a fracdo contendo a proteina de interesse foi incubada com TEV
protease por 16h a 4 °C para remocéo da cauda de afinidade. Ao final da clivagem, a proteina
foi separada por nova etapa de cromatografia de afinidade utilizando o tampéo A e submetida
a cromatografia de exclusdo molecular em coluna Hiload 16/60 Superdex 200, utilizando o

tampé&o composto por 20 mM Tris pH 7,5 e 200 mM NacCl.
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3.1.4 Triagem e otimizacao das condicdes de cristalizacéo

A proteina pura foi concentrada até 10 mg/mL para a triagem das condigdes de
cristalizacdo. Foram utilizados os Kits comerciais Index, Crystal Screen (Hampton Research),
Classics e PEGs (Qiagen). Os experimentos de cristalizacdo, conduzidos a 18 °C, foram
realizados manualmente empregando o método de gota assentada. As gotas de 2 pL seguiram
a proporgédo de 1:1 de proteina e solugdo da condicdo de cristalizagdo. Os experimentos de
triagem foram inspecionados nos dias 1,3,5,7,14 e 28 utilizando lupa estereoscopica.

As condi¢cbes em que surgiram hits de cristalizacdo durante a triagem foram
otimizadas buscando-se obter cristais com tamanho e caracteristicas adequadas aos
experimentos de difragdo de raios X. Para isso buscou-se variar a concentracdo do agente
precipitante, do sal e do agente tamponante de cada condicdo de cristalizacdo identificada
como promissora. Durante a otimizacdo, as gotas de 4 puL foram montadas empregando o
método da gota suspensa, na proporcao de 1:1.

A técnica de soaking foi empregada para obtencdo de complexos proteicos com alguns
inibidores identificados, para tanto, cristais proteicos previamente obtidos foram transferidos
para gotas contendo o agente crioprotetor e 10 mM do composto alvo. Apos a incubacgéo de 5-

20 min, os cristais foram submetidos a experimentos de difracdo de raios X.

3.1.5 Coleta e processamento de dados de difracdo de raios X para a PtpB

A coleta de dados de difracdo de raios X foi realizada na linha MX2 do Laboratério
Nacional de Luz Sincrotron do Brasil (LNLS) — Campinas/SP, utilizando o detector MAR
CCD. Os cristais obtidos ap6s otimizacdo das condicdes de cristalizacdo foram retirados da
gota com o auxilio de loop de nylon e lavados na solugdo da condigcdo de cristalizacdo
acrescida de 20% do crioprotetor etilenoglicol. Primeiramente os cristais foram analisados a
partir da coleta de imagens a 0 e 90 °. A partir do padrdo de difracdo obtido, a estratégia de
coleta foi definida com auxilio do programa Imosflm,” buscando obter a maior completeza
possivel com 0 menor numero de imagens, reduzindo assim o dano radiativo.

O conjunto completo de dados para a PtpB, composto por 90 imagens, foi processado

no programa Imosflm, teve o escalonamento dos dados no programa Scala’ (CCP4) e as fases
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iniciais foram obtidas pelo método de substituicdo molecular. A substituicdo molecular foi
realizada no programa Phaser’2, empregando as coordenadas da estrutura de PtpB, depositada
no Banco de Dados De Proteina (PDB) sob codigo de acesso 1YWF3!, como modelo de
busca. Ciclos de refinamento no espago real e espaco reciproco foram estabelecidos
empregando os programas Coot”® e Refmac5,’ respectivamente. A evolugdo do processo de
refinamento foi acompanhada pelo monitoramento dos fatores R e Riree. ApOS a convergéncia
do processo do processo de refinamento, o modelo final foi validado no servidor
MolProbity.”

3.2  Estudos computacionais

3.2.1 Desenvolvimento do modelo farmacoforico

A primeira etapa do processo de construcdo do modelo farmacoférico 3D foi o
mapeamento do sitio catalitico da enzima alvo com o auxilio de sondas moleculares, capazes
de identificar as regiGes mais favoraveis para interagdo com grupos hidrofébicos, doadores e
aceptores de ligacdo de hidrogénio. Para tanto, foram utilizadas as estruturas da PtpA (PDB
ID, 1U2P) e PtpB (determinada nesta dissertacdo) de M. tuberculosis. Empregamos o
protocolo “protomol_generate”, disponivel no programa Surflex-Dock, para 0 mapeamento
das regibes favoraveis para interacdo com sondas moleculares especificas (i.e., C=0, NH e
Csp®). Os residuos cataliticos Cys16 (PtpA) e Cys160 (PtpB) foram utilizados para indicar o
sitio de ligacdo e os parametros -proto_thresh 0,85 e -proto_bloat 10 foram utilizados para o

mapeamento das interacdes com as sondas moleculares em ambos 0s sitios cataliticos.

3.2.2 Busca utilizando o programa UNITY

As buscas tridimensionais foram realizadas com o programa UNITY (plataforma
SYBYL X). Para a PtpA, os ligantes selecionados deveriam apresentar ao menos 3 das 7
caracteristicas farmacoforicas do modelo, sendo elas: i. uma regido favordvel para interacdo

com grupos doadores de ligacdo de hidrogénio; ii. uma regido favoravel para interacdo com
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grupos aceptores de ligacdo de hidrogénio; e ii. uma regido favordvel para interacdo com
grupos hidrofobicos. Para a PtpB, os ligantes selecionados deveriam apresentar ao menos 5
das 17 caracteristicas farmacoforicas do modelo, sendo elas: i. duas regides favoraveis para
interacdo com grupos doadores de ligacdo de hidrogénio; ii. duas regides favoraveis para
interacdo com grupos aceptores de ligacdo de hidrogénio e; iii. uma regido favoravel para
interacdo com grupos hidrofdbicos.

3.2.3 Base de dados de compostos

A base de dados de compostos selecionada para os estudos de triagem virtual foi o
subconjunto “Leads-Now” da ZINC database.”® Além dos parametros que caracterizam esse
subconjunto (e.g., MM < 300 Da; log P < 3,5 no. ligagBes rotaciondveis < 7) incluimos um
filtro adicional de similaridade quimica, para tanto, excluimos moléculas cujo indice de

Tanimoto era > 60%.

3.2.4 Docagem molecular

O preparo das estruturas dos ligantes foi realizado com o programa LigPrep (versao
2.9, Schrodinger) que gerou vérias conformacdes, diferentes isdbmeros e possiveis estados de
protonacdo (Epik, pH 7 + 2) das moléculas disponiveis na base de dados. Cargas parciais
(OPLS-2005) foram atribuidas para todos os &tomos das moléculas da base de dados que
foram subsequentemente minimizada. As moléculas minimizadas foram exportadas para o
formato .mol2 e utilizadas na protocolo de docagem molecular.

A modelagem molecular foi realizada com o programa GLIDE®-%® (versio 6.2,
Schrodinger, LLC, 2014). Para a execucdo do protocolo de docagem molecular e analise dos
resultados, a interface Maestro (versdo 9.7, Schrodinger, LLC, 2014) e PyMOL (verséo 1.6;
Schrodinger, LLC) foram empregados. Atomos de hidrogénio foram adicionados na
geometria padrdo; residuos de histidina, glutamina, asparagina foram verificados
manualmente para orientacdo, protonacdo e estados tautoméricos com o protocolo side-chain
wizard no PyMOL 1.6. O protocolo grid generation wizard foi utilizado para definir a regido
na qual o modo de ligacdo das moléculas da base de dados deveria ser modelado. O grid
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utilizado incluiu todos os residuos numa caixa 3D cujo 0 centro consistia nas coordenadas
atbmicas do carbono o das cisteinas cataliticas, Cys16 (PtpA) e Cys160 (PtpB). Em seguida,
utilizamos os parametros padrées dos modos de docagem molecular SP (Standard Precision)
e XP (Extra Precision) para a selecdo dos candidatos a ligantes de PtpA e PtpB. Por fim,
inspecdo visual aliada & pontuacdo de cada molécula foi empregada para a selecdo dos

candidatos a ligantes da PtpA e PtpB.
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Resultados e Discussao
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudos Experimentais

4.1.1 Clonagem, Expressao e Purificacdo da PtpA e PtpB de M. tuberculosis

O emprego do sistema de clonagem independente de ligacdo (LIC) traz uma série de
vantagens, mas pode-se destacar principalmente a reducdo do numero de etapas
experimentais, mesmo considerando a conducdo de um ndmero maior de experimentos.
Assim, foi possivel a clonagem das duas sequéncias génicas em trés diferentes vetores,
permitindo uma escolha racional sobre qual constru¢do génica empregar nos ensaios de
expresséo e purificagdo em maior escala.

O processo de clonagem iniciou-se com o planejamento e sintese dos oligos
iniciadores empregados para amplificar o fragmento alvo. Neste processo, considera-se a
sequéncia necessaria para hibridizacdo com o0s vetores empregadas na etapa posterior. A
amplificacdo das duas sequéncias codificantes (PtpA e PtpA) foi realizada com sucesso (Figura
1figura 9).

Os fragmentos amplificados foram submetidos ao tratamento com a T4 DNA
polimerase. Esta enzima possui dupla atividade, polimerase no sentido 5’ — 3’ e exonuclease
no sentido 3° — 5°, esta ultima explorada pelo sistema LIC. A presenca de um unico
deoxinucleotideo durante o tratamento, somado com as sequéncias incluidas durante o
planejamento dos oligos, permitem a formacéo de extremidades coesivas.

A enzima T4 DNA polimerase também foi empregada para tratamento dos vetores de
expressao escolhidos, gerando extremidades coesivas complementares com as extremidades
dos fragmentos génicos. A interacdo entre as bases do vetor e do inserto é suficientemente
estavel, portanto, dispensa a necessidade de um passo adicional de ligagdo com DNA ligase.
ApoOs a incubagdo dos vetores com os fragmentos, o material é utilizado para transformacéo
de bactérias quimiocompetentes e estas fazem a ligacdo fosfodiéster através de seu sistema de
reparo de DNA.

Os fragmentos foram clonados nos vetores de expressio pETM11, pETTrx e

PETNUS. Os clones recombinantes obtidos foram avaliados por PCR de colbnia (figura 9) e
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as colbnias positivas utilizadas para preparo de DNA plasmidial. Ap6s a confirmacdo da
integridade das construcdes por sequenciamento, os materiais foram empregados para
transformacdo de cepas de expressdo Rosetta DE3, que possuem a vantagem de

complementacéo de tRNA raros.

Figura 9 - Gel de eletrofore em agarose 1%. Primeiras duas bandas sdo respectivas & amplificacdo dos genes de
PtpA e PtpB de M. tuberculosis a partir do vetor de origem, demais reagdes sdo PCR dos clones
recombinantes para verificacdo da positividade das construgdes.

Fonte: Elaborada pela autora.

Para aumentar as chances de sucesso na identificacdo de um sistema de expresséo
adequado para os estudos estruturais, estabeleceu-se trés construgdes em paralelo. A primeira
delas incluindo apenas uma cauda de hexahistidina na proteina alvo (pETM11), permitindo a
purificando através de procedimentos simplificados; e as outras duas constru¢fes empregou-
se duas proteinas de fusdo (tiorredoxina — pETTrx , e Proteina NusA — pETNusA) adicionais
a cauda de hexahistidina, buscando aumentar a propor¢do de proteina obtida na fracéo
soltvel. Da mesma maneira, avaliamos a expressao a temperatura de 37 e 20 °C, considerando
que a expressdo a baixa temperatura reduz a tendéncia de algumas proteinas se agregarem e
também propicia enovelamento correto por alterar a cinética de traducao proteica.

Todos estes parametros foram avaliados em paralelo em pequena escala (3 mL) e o
perfil de expressdo de expressdao de cada sistema foi avaliado através de eletroforese
desnaturante (SDS-PAGE). Para as duas proteinas, PtpA e PtpB, obteve-se expressao soluvel
com todas as constru¢des quando conduzidas a baixa temperatura, no entanto, o rendimento
com as constru¢fes contendo apenas a cauda de hexahistidina foi maior, desta maneira
selecionou-se estas construgdes para aumento de escala e purificacéo.
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A expressdo da PtpA e PtpB no vetor pETML11 foi entdo conduzida em 8 L de meio
autoindutor, com temperatura de expressao de 20°C por 20 h. A purificacdo baseou-se
essencialmente em etapas cromatograficas sucessivas, sendo os objetivos de cada etapa
i. isolar a 6xProteina do lisado proteico por afinidade; ii. substituir o tampéo para aumentar a
eficiéncia da reacdo de digestdo com a protease TEV; iii. isolar a proteina alvo das
remanescentes 6xHisProteina, 6xHis e TEV; iv. garantir a homogeneidade do estado
oligomérico e conformacional. O alto grau de pureza pode ser verificado pela eluicdo de pico
isolado e simétrico durante a etapa de gel filtracdo, bem como, pela presenca de banda Unica
no gel de eletroforese desnaturante (figura 10). O rendimento final tipico foi de 15 e 30 mg/L
de expressao de proteina pura para PtpA e PtpB, respectivamente.
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Figura 10 - Gel SDS-PAGE 15%. Elevada pureza, representada pela presenca de banda Unica, obtida ap6s etapas
cromatograficas para as enzimas PtpA e PtpB de M. tuberculosis.

Fonte: Elaborada pela autora.

4.1.2 Cristalizacdo, Coleta de Dados e Determinacdo da Estrutura 3D da PtpB de M.

tuberculosis

Inicialmente, buscou-se reproduzir as condicdes de cristalizacdo identificadas

anteriormente e depositadas no banco de dados de proteinas (PDB). No entanto, apenas uma
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condicdo para a proteina PtpB conseguiu produzir cristais. Desta maneira, procedeu-se com a
triagem e identificagdo de novas condic¢des favoraveis para a cristalizacdo das proteinas.

As duas proteinas (PtpA e PtpB) puras foram inicialmente concentradas a 10 mg/mL e
submetidas a triagem de aproximadamente 400 condi¢cbes de cristalizacdo, empregando a
estratégia de matriz esparsa e a técnica de difusdo de vapor com gota assentada (do inglés,
sitting drop —Figura 11 figura 11).

Para a proteina PtpA foram identificadas mais de 10 condi¢des promissoras, com a
formacdo de cristais proteicos pequenos em forma de pequenas agulhas. Testes iniciais de
difracdo de raios X evidenciaram a natureza proteica do material cristalino e etapas de
otimizacdo foram realizadas para a obtencdo de cristais adequados para a coleta de dados
cristalograficos. Até o momento, os cristais obtidos ap6s as etapas de otimizacdo ndo foram
suficientes adequados para coleta de um conjunto de dados de difracdo completo a média/alta
resolugédo. Os cristais de PtpA obtidos apresentam baixo poder de difracdo, com resolucao

méxima de apenas 5 A.

Difusdo de
solvente

+—— Reservatério —

Gota assentada Gota suspensa

{ {

Triagem Otimizagao

(~ 500 condigoes)

Figura 11- Técnicas de cristalizacdo por difusdo de vapor, gota assentada e gota suspensa, empregadas na
triagem e otimizac&o das condigdes de cristalizacdo das enzimas PtpA e PtpB, respectivamente.

Fonte: MALUF.*°

Para a proteina PtpB conseguiu-se reproduzir com sucesso a condi¢do disponivel na
literatura, obtendo-se cristais suficientemente adequados para os experimentos de difracdo de
raios X (figura 12). Os cristais obtidos foram resfriados a temperatura criogénica (-196 °C) e
os dados cristalograficos coletados na linha MX2 do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron
(LNLS — Campinas). Um conjunto completo de dados foi coletado a resolucéo de 1,95 A. A
figura 13 indica uma imagem representativa do padrdo de difracdo de raios X tipico de PtpB
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obtido durante a coleta de dados. A tabela 5 apresenta 0s principais parametros estatisticos
obtidos durante o processamento.

Figura 12 - Cristais de PtpB de M. tuberculosis obtidos na condi¢cdo 50 mM de KH2PO4, 20 % PEG 8000, 10
mM de acetato de sédio pH 5,5, 4 °C.

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 13 - Imagem representativa do padrdo de difracdo de raios X obtidos para os cristais de PtpB de M.
tuberculosis, obtidos na linha de luz MX2 do Laborat6rio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS).

Fonte: Elaborada pela autora.
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As fases iniciais para a determinacdo da estrutura de PtpB foram obtidas por
substituicdo molecular utilizando apenas uma cadeia do modelo cristalografico proveniente do
mesmo organismo (M. tuberculosis), depositado no banco de dados de proteinas (PDB ID
1YWF3), como modelo de busca no programa Phaser.”? A solugdo fornecida pelo programa
foi verificada quanto aos parametros estatisticos, bem como, pela qualidade dos mapas de
densidade eletrénica iniciais.

Os mapas iniciais (2Fo-Fc contornado a lo e Fo—Fc contornado a 3c) foram
empregados nas etapas de construcdo e refinamentos das coordenadas atbmicas no espaco
real, seguido de refinamento no espago reciproco atrelado a restri¢ces esteroquimicas. A
evolucdo do processo de refinamento foi acompanhada pelo monitoramento dos parametros R
e Riee. O modelo final foi validado no servidor Molprobity”, que faz uma avaliagéo
sistemética da geometria e estereoquimica do modelo apresentado. Além disso, buscou-se
reduzir a possibilidade de artefatos mascarados na estatistica global, através de inspe¢do
visual local.

Tabela 5 - Estrutura molecular e poténcia inibitéria dos derivados de chalcona e sulfonil-hidrazonas como
inibidores da PtpB de M. tuberculosis.

PtpB
Coleta
Fonte MX2 (LNLS)
Detector Mar CCD
JAY0) 1
Imagens 90
Processamento
Resolucgdo (A) 47,59 — 1,90
Grupo espacial | 41
Parametros de cela - a,b,c (A) 113,42 113,42 52,42
Parametros de cela (°) 90,00 90,00 90,00
N° reflexdes totais 177.541
N° reflexdes Unicas 24.422
Multiplicidade 7,3(7,2)
Completeza (%) 99,8 (100,0)

Rmeas (%)

0,067 (0,593)

(continua)



67

(Conclusao)

Tabela 5 - Estrutura molecular e poténcia inibitéria dos derivados de chalcona e sulfonil-hidrazonas como
inibidores da PtpB de M. tuberculosis.

<(D/s(D)> 17,0 (3,6)
Mosaicidade média 0,24

Refinamento

Rwork (%) O, 19
Rfree (%) 0,24

Fonte: Elaborada pela autora.

4.1.3 Estrutura 3D da PtpB de M. tuberculosis

O modelo estrutural compreende os residuos 4-85 e 117-275, uma molécula de fosfato
ligado no sitio catalitico, e 195 moléculas de 4gua. A densidade eletrdnica ndo foi observada
para os residuos 86-116. Os residuos ausentes na estrutura de PtpB determinada pertencem a
uma insercdo exclusiva de PtpB de M. tuberculosis.® Essa insercio é rica em residuos de Gly
e localiza-se imediatamente ap0s a alca flexivel FPD.

A estrutura da PtpB de M. tuberculosis determinada indica um Unico dominio globular
com uma folha B paralela central de quatro fitas rodeada por hélices a que flanqueiam a folha
B central (figura 14 A e B). A PtpB apresenta a sequéncia consenso comum a todas proteinas
tirosina fosfatases HCXAGXGRT que contém os residuos cataliticos Cys160 e Argl66, o
motivo “P loop” localizado no sitio ativo e o residuo Aspl165 que atua como acido geral na
reagdo catalitica.”” A PtpB de M. tuberculosis pertence a classe das PTP convencionais ou
fosfatase de especificidade dual (DSP, do inglés, dual-specificity phosphatase).

A analise estrutural do modelo 3D construido indicou a presenca de um ion fosfato
ligado na cavidade central da estrutura. A ligacdo desse ion, proveniente das condi¢cfes de
cristalizacéo, é estabilizada por ligacdes de hidrogénio com os atomos das cadeias laterais dos
residuos Cys160, Aspl65, Argl66, Glu218 e os grupos NH das cadeias principais dos
residuos Alal62, Lys164, Aspl65 e Argl66. Além disso, o ion fosfato estd orientado no
centro do sitio catalitico pelo dipolo positivo da hélice a5. Estas interagdes auxiliam o correto

posicionamento do substrato fosfatado para que ocorra o ataque nucleofilico do grupo tiol da
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cisteina catalitica.3 7" A anélise detalhada do sitio catalitico indica que o C4 do residuo
Phe222 esta a 4,3 A do a4tomo de oxigénio do fon fosfato, numa orientacdo que sugere um
estado conformacional equivalente ao ligado ao substrato natural da enzima. O residuo
Phe222 esta localizado em uma segunda regido de insercdo exclusiva de PtpB de M.
tuberculosis.®! Essa insercdo enovela-se na forma de duas hélices-a que se fecham sobre o
sitio catalitico blogueando o acesso do solvente. A presenca desse elemento de estrutura
secundaria inserido na PtpB de M. tuberculosis sugere um mecanismo de regulacdo da
atividade catalitica. Estudos anteriores demonstraram que a atividade da PtpB é sensivel a
oxidacdo reversivel do residuo catalitico Cys160.”® " Nesse sentido, a conformagcéo fechada
observada na estrutura resolvida nesta dissertacdo preveniria o residuo Cys160 de ser oxidado
protegendo assim a atividade enzimatica da PtpB. Portanto, a estrutura determinada de PtpB

de M. tuberculosis mimetiza uma conformacdo inativa da enzima.
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N-terminal C-terminal

Figura 14- (A) Estrutura 3D da PtpB de M. tuberculosis. (B) Topologia da PtpB de M. tuberculosis. (C) Modo de
ligacdo do ion fosfato no sitio catalitico da PtpB de M. tuberculosis. Os elementos de estrutura
secundaria hélice-o, folhas-f e algas estdo indicados em azul, amarelo e cinza, respectivamente. A
hélice-a6, P-loop e ion fosfato estdo indicados em laranja, verde e magenta, respectivamente.

Fonte: Elaborada pela autora.

Atualmente no banco de dados de proteinas ha somente duas estruturas de PtpBs de M.
tuberculosis disponiveis. A primeira, sob o codigo 1YWF3!, corresponde a estrutura da
enzima em complexo com o ion fosfato, e a segunda, sob o cddigo 20Z5, corresponde a PtpB
em complexo com um inibidor derivado do acido oxamico.*> A comparagao estrutural entre a
PtpB resolvida em nosso laboratério com as estruturas de PtpBs disponiveis no banco de
dados de proteinas indicam valores de desvio médio das raizes quadradas (rmsd, do inglés,
root mean square deviation) de 0,1 (1YWF) e 3,8 (20Z5) A para os Ca de residuos
equivalentes.

No primeiro caso, o valor de rmsd calculado indica elevada semelhanga estrutural na
sobreposicao entre os dois modelos 3D (figura 15 A). Esse dado sugere que nossa estratégia
de clonagem, expressdo, purificagdo e determinagdo estrutural foi eficaz na produgédo e

determinagdo da estrutura 3D de PtpB de M. tuberculosis. E importante mencionar que a
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estratégia utilizada para a obtencdo da PtpB de M. tuberculosis neste trabalho baseou-se em
uma construcdo génica diferente daquela reportada com equivaléncia de eficiéncia, além
disso, a estratégia tem como vantagem a obtencdo da proteina alvo em grandes quantidades
(rendimento ~ 20 mg/L).

A comparacdo da estrutura resolvida nesta dissertagdo com aquela em complexo com
o inibidor derivado do &cido oxamico (rmsd = 3,8 A), indica que a conformacao da proteina
em complexo é significativamente diferente, sugerindo grande mudanca conformacional em
funcdo da interacdo com o inibidor (figura 15 B). De fato, a principal mudanca
conformacional induzida pelo inibidor refere-se a regido de insercdo entre os residuos 211-
224, exclusiva da PtpB de M. tuberculosis (figura 15 C).

Esses dados permitiram a melhor compreensdo das bases moleculares envolvidas no
processo de reconhecimento molecular bem como as caracteristicas estruturais dos estados

conformacionais da PtpB de M. tuberculosis.
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Figura 15 - Sobreposicéo estrutural dos modelos 3D da PtpB de M. tuberculosis. (A) Estrutura determinada nesta dissertagéo esta indicada
em azul e a estrutura depositada no banco de dados de proteinas (PDB ID, 1YWF) esta indicada em magenta. (B) Estrutura
determinada nesta dissertagdo esta indicada em azul e a estrutura depositada no banco de dados de proteinas em complexo
com inibidor (PDB ID, 20Z5) esta indicada em laranja. Os ligantes estdo indicados no modelo de esferas e coloridos de
acordo com a estrutura a qual estdo em complexo. (C) Viséo ortogonal da mudanga conformacional observada na transicéo da
forma aberta e fechada da PtpB de M. tuberculosis.

Fonte: Elaborada pela autora.

4.1.4 Ensaios de soaking

Baseado nas informacOes estruturais coletadas, ensaios de soaking da PtpB na
presenca de inibidores foram realizados para a elucidacdo do modo de ligacéo. Os inibidores
foram gentilmente cedidos pelo Prof. Hernan Terenzi da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC). Os inibidores de PtpB sdo derivados de chalcona e sulfonil-hidrazonas com
diferentes padrBes de substituicdo (tabela 6). A poténcia inibitéria dos compostos varia entre
12 e 41 uM*.
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Tabela 6 - Estrutura molecular e poténcia inibitéria dos derivados de chalcona e sulfonil-hidrazonas como
inibidores da PtpB de M. tuberculosis.

Cadigo Estrutura Molecular PtpB - 1Cs0 (UM)

K11 S b 41+1

(@]
K13 "’ ) M= 18+1

K87 b ° \“b 391

K25 o) © b 21+ 2
P4 ‘ 7 ‘ °> 51+8
0, 0

[e]
C25 25+6
Br-
(o]
R32 12+2
COOH

Fonte: Elaborada pela autora.

A condicéo de cristalizacdo utilizada para a determinacédo da estrutura 3D da PtpB de
M. tuberculosis foi mantida para a obtencdo de cristais de qualidade. A solugdo original da
condicdo de cristalizacdo (50 mM de KH2PO4, 20 % PEG 8000, 10 mM de acetato de sédio
pH 5,5), acrescida de agente crioprotetor e 10 mM dos inibidores da tabela 6, foi empregada

para 0s experimentos de soaking. Os cristais formados foram transferidos para a solucdo de
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soaking e incubados nesta condicdo por até 10 min. Finalmente, os cristais foram coletados e
submetidos aos experimentos de difragéo de raios X.

No total, obtivemos seis conjuntos de dados completos, posteriormente processados e
analisados. Todos os conjuntos de dados apresentaram estatistica satisfatoria e resolugdes em
torno de 2A. A anélise da densidade eletronica revelou em todos os conjuntos de dados a
presenca de ions fosfato no sitio ativo da PtpB. A presenca do ion, proveniente da solugédo de
cristalizacdo, provavelmente impediu a orientacdo e interacdo dos ligantes com a proteina.
Diante disso, realizamos a substituicdo do agente tamponante baseado em sal de fosfato para
agente tamponante organico MES, buscando a obtencdo de cristais em condic¢des similares.
Contudo, ndo obtivemos sucesso na cristalizacdo da proteina em nenhuma das condicfes
alternativas investigadas. Para aumentarmos a chance de sucesso na obtencdo de cristais
empregamos também a técnica de “macroseeding”, contudo, ndo obtivemos sucesso na
obtencg&o de cocristais apropriados para os experimentos de difragdo de raios X.

Diante dos resultados obtidos foram planejadas triagem de novas condigcfes de
cristalizacdo utilizando o método de matriz esparsa com diversos kits comerciais, por
exemplo, Qiagen EasyXtal (PEG, PEGII, Classics, Classics Il, Cryo, MPD) e Hampton
Research (SaltRX). Nesta abordagem serdo avaliadas ~700 novas condi¢gdes na presenca dos
diferentes inibidores.

4.2  Estudos computacionais

4.2.1. Construcdo do modelo farmacoforico

O programa de docagem molecular Surflex-Dock®® utiliza em sua estratégia de
modelagem um arquivo denominado “protomol”. A informacdo contida nesse arquivo
descreve as posi¢Oes espaciais mais favoraveis para a interagdo entre os atomos da proteina e
as sondas moleculares. As sondas moleculares disponiveis sdo grupo doador (N-H) e aceptor
(C=0) de ligagdo de hidrogénio e grupo hidrofobico (CH4). As sondas sdo posicionadas no
sitio de ligacdo da proteina em diversas posicOes e, em seguida, a interacdo entre elas e 0s
residuos da cavidade de ligagdo é otimizada. As sondas moleculares ndo redundantes e com

alta pontuacéo de interagdo séo reunidas em um arquivo .mol. O conjunto dessas informagoes
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consiste em um sitio de interagdo idealizado da proteina em estudo. Nesta dissertacdo,
utilizamos esse conjunto de informacdo molecular para construir modelos farmacoféricos 3D
para as enzimas PtpA e PtpB. As figuras 16 e 17 apresentam os resultados obtidos com o
protocolo “protomol” aplicado nos sitios de ligagdo das enzimas PtpA e PtpB,

respectivamente.
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Figura 16 - Sondas utilizadas para 0 mapeamento do sitio catalitico da PtpA, com o auxilio do programa Surflex.

Fonte: Elaborada pela autora
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Figura 17 - Sondas utilizadas para 0 mapeamento do sitio catalitico da PtpB, com o auxilio do programa Surflex.

Fonte: Elaborada pela autora

A avaliacdo do posicionamento das sondas moleculares nos respectivos sitios de
ligacdo levou em consideracdo a distancia e angulo de interagdo, bem como a quantidade de

sondas posicionadas em relacdo a um determinado residuo do sitio de ligacdo. De acordo com
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esses criterios foi possivel identificar os pontos de interacdo mais favoraveis, os quais foram
reunidos em um modelo farmacoforico 3D especifico para cada proteina alvo.

O modelo farmacoférico 3D para a PtpA incluiu i. trés regibes favoraveis para
interacdo com grupos doadores de ligacdo de hidrogénio (cadeia lateral dos residuos His 49,
Asp90 e Aspl26); ii. trés regides favoraveis para interacdo com grupos aceptores de ligacdo
de hidrogénio (cadeia principal dos residuos Gly13, llel5, Cys16 e Aspl26 e cadeia lateral
dos residuos Thrl2, Argl7, His93 e Tyr129); e iii. uma regido favoravel para interacdo com
grupos hidrofobicos (cadeia lateral dos residuos llel5, Cysl6 e Tyrl28) (figura 18).
Enquanto o modelo farmacoférico 3D para a PtpB incluiu i. oito regiGes favoraveis para
interacdo com grupos doadores de ligacdo de hidrogénio (cadeia principal dos residuos Glu60,
His94, Glu95 e Val231 e cadeia lateral dos residuos Glu60, Glul29 e Asp165); ii. sete regides
favoraveis para interacdo com grupos aceptores de ligacdo de hidrogénio (cadeia principal dos
residuos Alal62, Lys164, Aspl65 e Argl66 e cadeia lateral dos residuos Ser57, Arg59,
Tyrl25, Lys164 e Argl66); e iii. duas regibes favoraveis para interacdo com grupos
hidrofobicos (cadeia lateral dos residuos Phe98, Phel61, 11e203 e Leu232) (figura 19).

4 B Asp90

Tyr129

Tyrl28

Figura 18 - (A) Modelo farmacoférico 3D para PtpA, obtido através do mapeamento com sondas moleculares
(C=0, N-H e CH4). As regides favoraveis para interacdo com grupos aceptores de ligacdo de
hidrogénio sdo representadas por esferas vermelhas, as favoraveis para interacdo com grupos
doadores representadas por esferas azuis e a favoravel para interagdo com grupos hidrofébicos em
amarelo. (B) Figura 18 (A) rotacionada 90° em torno do eixo X.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 19 - (A) Modelo farmacoférico 3D para PtpB, obtido através do mapeamento com sondas moleculares
(C=0, N-H e CH4). As regides favoraveis para interacdo com grupos aceptores de ligagdo de
hidrogénio sdo representadas por esferas vermelhas, as favordveis para interagdo com grupos
doadores representadas por esferas azuis e a favoravel para interagdo com grupos hidrofébicos em
amarelo. (B) Figura 19 (A) rotacionada 90° em torno do eixo y.

Fonte: Elaborada pela autora.

ZINC é uma base de dados de compostos que retine milhdes de compostos disponiveis
para aquisicdo. Um dos objetivos principais da ZINC é fornecer compostos virtuais para
estudos de modelagem molecular, especialmente, triagem virtual. O subconjunto “Leads-
Now” da ZINC contém 3.687.621 de moléculas disponiveis.”® Por se tratar de um nimero
bastante elevado aplicamos um filtro molecular que incluiu a similaridade quimica entre os
compostos da base de dados. O objetivo dessa etapa foi identificar moléculas estruturalmente
diversas, para tanto, foram selecionadas moléculas que apresentavam indice de similaridade <
60 %. Ao final deste processo a base de dados personalizada apresentou 43.910 compostos
com caracteristicas fisico-quimicas e estruturais atrativas para a descoberta de candidatos a
novos compostos lideres.

A etapa seguinte da personalizacdo da base de compostos inclui a aplicacdo dos
modelos farmacoforicos. Nesta etapa, as moléculas presentes na base de dados deveriam
satisfazer as restrigdes impostas pelos modelos. Essa estratégia € baseada no principio que o
microambiente da cavidade de interacdo determina as caracteristicas estereoquimicas e
eletrostaticas que os ligantes devem apresentar para serem reconhecidos pelos respectivos
alvos moleculares.?® Os modelos farmacoféricos foram entdo incorporados no programa

UNITY?8! para a selegio de moléculas que fossem capazes de satisfazer pelo menos 3 e 7 das
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restricbes farmacoforicas especificas para a PtpA e PtpB, respectivamente. Ao final da
aplicacdo do modelo farmacoforico 3D a base de dados inicialmente com 43.910 moléculas
foi reduzida para 3.347 compostos para PtpA e 288 compostos para PtpB.

Uma vez selecionada a base de dados que incluiam compostos com carateristicas
moleculares que satisfaziam as restricdes farmacoforicas para o reconhecimento das enzimas
PtpA e PtpB, deu-se inicio a etapa de predicdo do modo de ligacdo dos candidatos a
inibidores. Para tanto, empregou-se a metodologia de docagem molecular com a utilizacéo do
programa Glide (Grid-based Llgand Docking with Energetics).>” 8 Glide é uma ferramenta
de docagem molecular implementada na plataforma de modelagem Maestro (Schrondinger).
O algoritmo de amostragem conformacional identifica interacGes favoraveis entre a molécula
do ligante e os residuos da proteina de maneira rapida atraves da utilizacdo de filtros
hierarquicos que identificam e classificam as interacbes polares e hidrofobicas. As
conformagdes geradas dos ligantes no sitio de ligacdo do alvo molecular s&o entdo submetidas
a um processo de minimizacao de energia pelo método Potencial Otimizado de Simulagdo de
Liquidos (OPLS, do inglés, Optimized Potentials for Liquid Simulations).®? Finalmente, a
conformacao bioativa predita € avaliada pela funcdo de pontuacdo empirica GlideScore.

A selecdo de moléculas candidatas a inibidores da PtpA e PtpB foi baseada na andlise
dos 100 melhores compostos pontuados (Topl00) para cada alvo. Nesse momento, foi
realizada a inspecdo visual dos modos de ligacdo dos hits virtuais com o objetivo de
identificar os compostos que apresentaram melhor correspondéncia com as restricdes
farmacofdricas especificas para cada alvo. A analise do modo de ligacdo do Top100 ligantes
para PtpA identificou 43 moléculas que orientavam seus substituintes para pelo menos 3
pontos farmacoféricos (tabela 7). Para PtpB, foram selecionados 8 ligantes que satisfaziam

pelo menos 3 das restricdes farmacoféricas (tabela 8).
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Tabela 7 - Ligantes com melhor Glide Score selecionados para PtpA e nimero de correspondéncias dos mesmos
com o modelo farmacofdrico determinado anteriormente.

Correspondéncia

Correspondéncia

Caodigo SGCI:JOrIE com por)t(_)s Cadigo SGcIciJ(:g com por]t(_)s
farmacoforicos farmacoforicos
ZINC06537449-10  -3.689 6 ZINC04099038-18 -6.825 3
ZINC21964365_2 -7.028 5 ZINC20052353_10 -6.920 3
ZINC28536442_2 -5.720 5 ZINC71624284_11 -5.404 3
ZINC01584088-2 -5.674 5 ZINCB86862222_6  -5.378 3
ZINC34031362_522 -3.580 5 ZINC71766166_1  -5.351 3
ZINC28536372_1 -6.882 5 ZINC38339101 2  -4.767 3
ZINC78682334_1 -6.778 4 ZINC02296062 -5.972 3
ZINC19910531_1 -6.819 4 ZINC68591285_21 -4.224 3
ZINC02047684 -8.028 4 ZINC72321643_87 -4.187 3
ZINC20761178_1 -5.942 4 ZINC38529147_8  -4.008 3
ZINC11765017 -5.717 4 ZINC50222710_1  -3.952 3
ZINC00478435 -5.640 4 ZINC57331782_2  -3.832 3
ZINC16955539_12  -6.803 4 ZINC12506572 -5.237 3
ZINC72196655_1 -4.707 4 ZINC34522850_16 -3.722 3
ZINC31156942_6 -4.909 4 ZINC30730321_13 -5.377 3
ZINC09419146-82  -3.439 4 ZINC65431025_4  -3.618 3

(continua)
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(Conclusao)

ZINC09419146-82  -3.439 4 ZINC71589486_1  -3.499 3
ZINC64459863_7 -2.526 4 ZINC08652691-21 -3.536 3
ZINC01586092-76  -2.465 4 ZINC28294650_3 -3.424 3
ZINC02604061-6 -2.330 4 ZINC32523710_2 -3.250 3
ZINC03075226-36  -5.165 4 ZINC04075025 -8.457 3
ZINC02641623-4 -5.701 3

Fonte: Elaborada pela autora

Tabela 8 - Ligantes com melhor Glide Score selecionados para PtpB e nimero de correspondéncias dos mesmos
com o modelo farmacoférico determinado anteriormente.

Correspondéncia com pontos

Cédigo Glide Score farmacoforicos
ZINC16955539 -8.152 6
ZINC95478179 -9.100 5
ZINC09467542-1 -5.047 5
ZINC06855300 -5.191 5
ZINC36709982 -4.021 3
ZINC05774046 -4.409 3
ZINC28536442 -8.944 3
ZINC71186594-4 -5.819 3

Fonte: Elaborada pela autora.

A selecdo final dos compostos para aquisi¢do foi baseada na analise de grupos que
identificou ligantes similares. O composto de menor energia de interagdo predita pela fungéo
de pontuacdo GlideScore de cada grupo foi selecionado para aquisicdo como candidato a
inibidor da PtpA (8 compostos) e PtpB (5 compostos) (figura 20). A estrutura quimica e o
modo de ligacdo predito para os candidatos a inibidores da PtpA e PtpB selecionados nesta
dissertacdo estdo indicados na figura 21 (A-H) e figura 22 (A-E).

O conjunto de moléculas selecionadas é bastante diverso e inclui para a PtpA

derivados fosfanatofenila (figura 21A), diazobiciclodecanodiona (figura 21B), metilpiridina
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(figura 21C), aminofenila (figura 21D), isoxazolina (figura 21E), piridinilsulfonila (figura
21F), azoimidazola (figura 21G), oxolanilformamido (figura 21 H) e para a PtpB derivados
fenetilimidazola (figura 22A), pirazolacarboxiamida (figura 22B), azoimidazola (figura 22C),
aminopirrolidina (figura 22D) e ciclopentaoxipiranila (figura 22E). As moléculas selecionadas
encontram-se disponiveis nos catalogos das empresas SPECS®® e eMolecules®* e apresentam
as seguintes caracteristicas: as massas moleculares variam entre 250 e 330, o cLog P varia
entre -2,79 e 2,40, o nimero de 4tomos doadores e aceptores de ligacdo de hidrogénio varia
entre 2 e 6 e 4 e 9, respectivamente. O pedido de compra das moléculas selecionadas foi

realizado e no momento estas encontram-se em fase de entrega.
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Figura 20 - Dendograma dos 43 ligantes identificados para PtpA (A) e dos 8 ligantes identificados para PtpB,
elaborado com o auxilio do programa Sybyl-X 1.1.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 21 - Modo de ligacdo predito pelo programa Glide dos candidatos a inibidores da PtpA. Os residuos
envolvidos no modo de ligacdo de cada ligante sdo representados em modelo bastdo e coloridos de
acordo com a caracteristica do respectivo ponto farmacoférico (aceptor de ligacdo de hidrogénio =
vermelho; doador de ligagdo de hidrogénio = azul e grupos hidrofdbicos = amarelo. (A)
ZINC78682334-1. (B) ZINC04099038-18. (C) ZINC20502353-10. (D) ZINC19910531-1. (E)
ZINC02047684. (F) ZINC04075025. (G) ZINC16955539-12. (H) ZINC21964365-2.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 22 - Modo de ligacao predito pelo programa Glide dos candidatos a inibidores da PtpB. Os residuos
envolvidos no modo de ligacdo de cada ligante sdo representados em modelo bastdo e coloridos de
acordo com a caracteristica do respectivo ponto farmacoférico (aceptor de ligagdo de hidrogénio =
vermelho; doador de ligacdo de hidrogénio = azul e grupos hidrofdbicos = amarelo. (A)
ZINC95478179. (B)  ZINC06855300. (C) ZINC16955539. (D) ZINC71186594-4
(E) ZINC28536442.

Fonte: Elaborada pela autora.
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5 CONCLUSOES

Essa dissertacdo de mestrado empregou diversos métodos experimentais (clonagem,
expressao, purificacdo, coleta de dados cristalograficos e determinacgéo de estrutura 3D) para
0 estabelecimento de uma plataforma produtiva para obtencdo na forma pura das enzimas
PtpA e PtpB de M. tuberculosis. Resultados significativos foram alcancados para ambas as
enzimas. As sequéncias génicas que codificam para as enzimas PtpA e PtpB foram clonadas
com sucesso nos vetores de expressdo. A expressao solluvel das proteinas permitiu o
estabelecimento de um protocolo reprodutivel de purificacdo com rendimento satisfatorio.
Estudos de cristalizacdo foram conduzidos e cristais de proteinas obtidos tiveram os dados
cristalograficos coletados no Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS). Para a enzima
PtpA os cristais obtidos apresentavam baixo poder de difracdo de raios X (resolucéo > 5 A).
Novas condicGes de cristalizacdo foram planejadas para a obtencdo de cristais apropriados
para os experimentos de difracdo de raios X. Para a enzima PtpB foi possivel determinar a
estrutura cristalografica a alta resolucéo (1,95 A) em complexo com um grupo fosfato no sitio
catalitico. Essa estrutura foi, entdo, utilizada na etapa posterior de descoberta de novos
candidatos a inibidores.

Os trabalhos computacionais conduzidos incluiram: i. mapeamento dos sitios de
ligagéo das enzimas PtpA e PtpB de M. tuberculosis com sondas moleculares; ii. identificagéo
de pontos de interacdo relevantes para 0 processo de reconhecimento molecular; iii.
construcdo de modelos farmacoforicos 3D especificos para ambas as enzimas; iv. aplicacdo de
restricdes farmacoforicas para selecdo de ligantes para as enzimas alvo; v. docagem molecular
dos compostos que satisfizeram as restricdes farmacofdricas; e vi. sele¢cdo de um conjunto de
8 candidatos a inibidores da PtpA e 5 candidatos a inibidores da PtpB.

Portanto, estudos de biologia molecular estrutural e quimica medicinal foram
empregados com sucesso para 0 estabelecimento de uma plataforma produtiva dos alvos
selecionados bem como para a selecao de novos candidatos a inibidores.
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