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“Que toda a logica se cale quando a experiéncia a contradiz”
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RESUMO

Trypanosoma cruzi é o agente etiolégico da doenca de Chagas.
Esta doenca afeta de 15 a 16 milhdes de pessoas na América Latina e,
mesmo apds um centendrio de sua descoberta, ainda ndo se conseguiu
desenvolver uma vacina e nem tratamentos totalmente eficazes. O
presente trabalho apresenta a caracteriza¢do de uma arsenato redutase de
T. cruzi. Esta enzima, apesar de ter significante homologia com
fosfatases de dupla-especificidade, apresenta uma baixa capacidade de
defosforilar o substrato p-nitrofenilfosfato. Quando testada em um
sistema de oxi-reducdo, a PTP putativa de T. cruzi é capaz de reduzir o
arsenato [As(V)] a arsenito [As(III)] e esta redugdo requer a presenca da
enzima glutaredoxina. Este é o primeiro trabalho que descreve uma
arsenato redutase de 7. cruzi.

A fosfotirosina fosfatase YopH € um fator de viruléncia relevante
na patogenicidade das bactérias Yersinia pestis, Y. pseudotuberculosis e
Y. enterocolitica. A YopH tem a capacidade de modular a resposta
inflamatdria a bactéria através de processos que envolvem a quebra de
adesdes focais, liberacdo de fator de necrose a, inibicao da fagocitose,
além de também impedir a funcdo dos linfécitos B e T prevenindo a
resposta imune adaptativa. Devido a sua importancia, a YopH emerge
como um potencial alvo terapéutico. Neste trabalho foram analisados
265 compostos sintéticos, dos quais 4 apresentaram valores de ICs
inferiores a 50 pM, sendo eles L46 (38,55 uM), P4 (15,08 puM),
P11(9,92 uM) e R28 (20,29 uM). Estes compostos sdo chalconas e
atuam como inibidores competitivos da YopH com K; de 11,01 uM
(L46), 3,13 uM (P4), 2,41 uM (P11) e 14,93 uM (R28).

Palavras-chave: Fosfotirosina fosfatase, arsenato redutase, YopH,
Trypanosoma cruzi, Yersinia enterocolitica.






ABSTRACT

Trypanosoma cruzi is the etiological agent of Chagas' disease.
This illness affects 15 to 16 million people in Latin America and even
after a century of its discovery,it has not managed to develop a vaccine
and effective treatment. This work presents the characterization of an
arsenate reductase from 7. cruzi. This enzyme, despite having a
significant homology with dual specificity phosphatases, has a low
capacity to dephosphorylate the substrate p-nitrophenyl phosphate.
When tested in an oxi-reduction system, the putative PTP from 7. cruzi
is able to reduce arsenate to arsenite and this reduction requires the
presence of glutaredoxin. This is the first study that describes an
arsenate reductase from 7. cruzi.

The phosphotyrosine phosphatase YopH is a relevant virulence
factor in the pathogenicity of the bacteria Yersinia pestis; Y.
pseudotuberculosis and Y. enterocolitica. YopH is able to modulate the
inflammatory response to the bacteria through processes that involves
the disruption of focal adhesion, release of tumor necrosis factor a,
inhibition of phagocytosis and also block the fuction of T and B
Ilymphocyte preventing the adaptive immune response. Due to its
importance, YopH emerges as a potencial therapeutic target. In this
work, it was analysed 265 synthetic compounds, among these 4
presented ICsy values below 50 uM which are L46 (38.55 uM), P4
(15.08 uM), P11(9.92 uM) and R28 (20.29 uM). These four compounds
are chalcones and act as competitive inhibitors. They present the
following K; values: 11.01 uM (L46), 3.13 uM (P4), 2.41 uM (P11) and
14.93 uM (R28).

Keywords: phosphotyrosine phosphatase; arsenate reductase; YopH;
Trypanosoma cruzi; Yersinia enterocolitica;
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1.0 INTRODUCAO

1.1 Doenca de Chagas

A doenga de Chagas, ou tripanossomiase americana, ¢ uma
enfermidade debilitante causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi.
Esta doenca foi descrita pela primeira vez pelo pesquisador brasileiro
Carlos Chagas em abril de 1909 (KROPF, 2010).

O principal meio de transmissdo do protozodrio é através das
fezes contaminadas de insetos triatomineos hematéfagos pertencentes
aos géneros Triatoma, Panstrongylus e Rhodnius (MARCILLA et al.,
2002). Estes insetos sdo conhecidos popularmente como “barbeiros” ou
“chupdes” (GALVAO, 2010). Além das fezes contaminadas destes
triatomineos, a transmissdo também pode ocorrer por: transfusdo
sanguinea, via congénita, aleitamento materno, transplante de 6rgdos,
via oral (alimentos in natura), acidentes de laboratério e também pelo
manejo de animais contaminados (COURA, 2007). A doenca de Chagas
apresenta trés fases: aguda, cronica sintomdtica e cronica latente.

A fase aguda da doenca é caracterizada pela presenga do parasita
no sangue do paciente infectado. Em um esfregaco sanguineo é possivel
visualizar a presenca de tripomastigotas de Trypanosoma cruzi. Cerca
de 95% dos casos de tripanossomiase americana na fase aguda sio
assintomadticos (TEIXEIRA et al., 2006). Nos casos sintomaticos pode-se
visualizar o chagoma de inoculagdo, ou sinal de Romaia, ou seja, o
local de porta de entrada do parasita (COURA, 2007). Neste local ha um
inchaco que histologicamente mostra a presenca de intensa reacdo
inflamatéria (HIGUCHLI, 2010). Além do chagoma de inoculacdo a pessoa
infectada pode apresentar outros sintomas como: febre, dores
musculares, sonoléncia, diarréia e distirbios respiratérios (TEIXEIRA et
al., 2006). O paciente poderd morrer devido a complicacdes diretas da
infeccdo pelo parasita, complicacdes secunddrias como bronco-
pneumonia, pela miocardite ou meningoencefalite (HIGUCHI, 2010).

Apés a fase aguda, parte dos pacientes infectados passa a ter
sintomas cardiacos ou digestivos, constituindo a fase cronica
sintomdtica. No entanto a maioria dos pacientes, apds a fase aguda, ndo
desenvolve sinais ou sintomas atribuiveis a fase cronica da doenga.
Estes pacientes apresentam entdo, a fase cronica indeterminada ou
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latente, na qual se estabelece um equilibrio parasita-hospedeiro
(HIGUCH]I, 2010).

A fase cronica sintomdtica pode ser subdividida em forma
cronica cardiaca e forma cronica digestiva. A forma cronica cardiaca é
caracterizada por disfun¢des cardiacas como arritmia, insuficiéncia,
tromboembolismo e hipertrofia (COURA, 2007). A forma cronica
digestiva é marcada pela destruicdo dos plexos mesentéricos. Este fato
acarreta falta de peristaltismo no es6fago e célon, o que leva a retencio
de alimentos causando a dilatagdo progressiva destes Orgaos
(megaesofago e megac6lon) (REZENDE, 2010).

O tratamento da doenca de Chagas € longo (60 dias) e consiste na
utilizacdo do farmaco benznidazol ou nifurtimox. Estes medicamentos
sdo utilizados hd mais de quarenta anos, ou seja, ndo houve inclusio de
novas terapias no tratamento. O benznidazol e o nifurtimox sdo mais
efetivos na fase aguda onde podem curar até 80% dos infectados
entretanto, sdo pouco efetivos na fase cronica. Os efeitos colaterais
podem ser severos e ndao hd formulacdes pedidtricas. Até o presente
momento, ndo hd vacina para a doenga de Chagas (MARCILLA et al.,
2002; CLAYTON, 2010).

A doencga de Chagas afeta entre 15 e 16 milhdes de pessoas na
América Latina, sendo que hd cerca de 3 milhdes de portadores da
doenga cronica no Brasil (COURA, 2007, BRASIL, 2010). Foram
registrados s6 no Brasil, no periodo de 2000 a 2010, 1007 pacientes na
fase aguda da doenga. A maior parte destes casos (73%) foi devido a
transmissdo oral (BRASIL, 2010).

Em 2006 o Brasil recebeu o -certificado internacional da
interrupg¢do da transmissdo vetorial da Doenca de Chagas pelo Triatoma
infestans, concedida pela Organizacdo Pan-Americana da Sadde
(BRASIL, 2006). Esta certificacdo representa somente a interrupg¢io da
transmissdo pela espécie T. infestans, o que ndo abrange 0s outros
géneros e as demais formas de transmissao.

A doenca de Chagas é uma doenca negligenciada. Por afetar
principalmente paises considerados pobres, as inddstrias farmacéuticas
nao apresentam interesse na producdo de medicamentos especificos para
seu tratamento (CLAYTON, 2010). Por afetar uma grande quantidade de
pessoas, medidas devem ser tomadas para a melhoria do diagnédstico, do
controle do vetor e do desenvolvimento de firmacos e vacinas
(TARLETON et al., 2007).

Um trabalho recente de Gabriel Schmunis e Zaida Yadon mostra
que a doenca de Chagas pode estar sendo levada através da imigracdo de
pessoas infectadas (origindrias de dreas endémicas da América Latina)
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para diversos paises, como Estados Unidos, Canadd, Austrélia, Japdo e
paises da Europa. Como o préprio nome do trabalho destes autores
sugere: “Doenca de Chagas: Um problema de saide da América Latina
se tornando um problema de saide mundial” (SCHMUNIS; YADON,
2010).

1.2 Trypanosoma cruzi

O Trypanosoma cruzi pertence a ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae e género Trypanosoma (SOUZA, 2010). Este parasita
é um protozodrio flagelado com um ciclo de vida complexo o qual
permite sua adaptacdo em ambos os hospedeiros (insetos triatomineos e
mamiferos, incluso o homem) (ORR et al., 2000). O ciclo celular do
Trypanosoma cruzi € um processo regulado e abrange significativas
mudancas morfolégicas, bioquimicas, de sinalizacio, expressdo génica e
alteragdes estruturais de moléculas de superficie do parasita (DE SOUZA,
2002). Durante seu ciclo de vida, o T. cruzi pode assumir trés formas
morfoldgicas distintas: amastigota, tripomastigota e epimastigota
ilustradas na Figura 1 (DE SOUZA, 2002).

B

Figura 1: As diferentes formas morfolégicas do Trypanosoma cruzi. (A)
Amastigotas em macréfagos. (B) Epimastigotas. (C) Tripomastigota
metaciclica. Fonte: fotos tiradas por Priscila G. A. Martins durante as aulas de
parasitologia do curso de graduac¢do em Farmacia da UFSC.

No ciclo celular do Trypanosoma cruzi as formas tripomastigotas
metaciclicas presentes nas fezes de triatomineos entram através de uma
ferida ou de uma mucosa. Estas formas podem invadir diferentes tipos
de células como as do miusculo liso e estriado, fibroblastos e
macrofagos. Nestas células as tripomastigotas ficam contidas em um
vacuolo fagolisossomal do qual elas escapam e, no citosol diferenciam-
se em amastigotas, as quais replicam por divisdo bindria. Apds alguns
ciclos de divisdio as amastigotas diferenciam-se novamente em
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tripomastigotas, as quais sdo liberadas na corrente sanguinea pela
ruptura da célula do hospedeiro. Durante seu repasto, o triatomineo
ingere estas tripomastigotas do hospedeiro infectado, que se
transformam em epimastigotas no seu estdmago. Estas se multiplicam
rapidamente por divisdo bindria quando atingem o intestino do inseto.
No reto do triatomineo algumas epimastigotas se transformam em
tripomastigotas metaciclicas que sdo eliminadas com as fezes durante o
repasto do inseto, reiniciando assim o ciclo (DE SOUZA, 2002;
ANDRADE; ANDREWS, 2005). A Figura 2 mostra as mudangas
morfolégicas que o parasita assume nos hospedeiros, vertebrado e
invertebrado, e como ocorre o ciclo de infecgéo.

Hospedeiro invertebrado Hospedeiro vertebrado

Triatomineo ao defecar, durante o repasto libera
@) trizomastigotas metaciclicas que entram através © Tripomastizotes metaciclias iuvadenm células
do local da picada ou de uma mueosa do hospedeira no loeal da picada, Dentro destas

. @ \ eélulas elas se transformam em amastigotas

Tripomastigotas metaciclicas no
intestino posterior

Multiplicacdo no intestino @
\ Triatomineo ao se A
% a alimentar ingere

tripomastigotas
e Epimastigotas no

intestino médio

Amastizotas multiplicam por fissio binria
nas células dos tecidos infectados

Tripomastigotas podem infectar
outras calulas e transformar
em smastigotss intracelulares
em novos sitios de infeccio.
Este ciclo infectivo pode levar a
manifestagées clinicas

tripomastizotas as quais arrebentam a célula &
entram na corrente sanguinea

Figura 2: Ciclo celular do protozodrio Trypanosoma cruzi. (1)
transmissdo para humanos de tripomastigotas metaciclicas através das fezes
contaminadas do inseto barbeiro; (2) as tripomastigotas invadem as células
humanas no local da picada, nestas células as tripomastigotas transformam-se
em amastigotas; (3) as amastigotas se mutiplicam por fissdo bindria no interior
das células; (4) as amastigotas transformam-se novamente em tripomastigotas
metaciclicas que arrebentam a célula e caem na corrente sanguinea onde podem
infectar novas células, além disso podem ser ingeridas por triatomineos durante
seu repasto; (6) as tripomastigotas transformam-se em epimastigotas no
intestino médio do inseto; (7) no intestino as epimastigotas multiplicam-se; (8)
no intestino posterior do inseto as epimastigotas transformam-se em
tripomastigotas onde podem ser eliminadas pelas fezes do inseto reiniciando o
ciclo. Adaptado de (CLAYTON, 2010).
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Em 2005 foi publicado na revista Science o genoma completo do
Trypanosoma cruzi (EL-SAYED et al, 2005). Um projeto de
transcriptoma (FIGUEIREDO DA SILVA et al., 2007), concebido apds o
sequénciamento, levou a identificacdo de genes de funcdo desconhecida
que eram mais expressos na forma infectiva do que na forma replicativa
do parasita. Entre estes genes foi identificado um codificante de uma
fosfotirosina fosfatase putativa a qual € caracterizada neste trabalho.

1.3 Yersinia spp.

O género Yersinia é formado por cocobacilos gram-negativos
(BOTTONE, 1999) e compreende dez espécies, sendo tré€s destas
patogénicas para o homem: Yersinia pestis, Y. pseudotuberculosis e Y.
enterocolitica (TRABULSI; MARTINEZ, 2005).

A Y. pestis € o agente etiolégico da peste. Esta doenca é
primariamente de roedores e espalha-se entre eles por contato direto ou
por pulgas infectadas. A Yersinia pestis se multiplica no intestino médio
de pulgas infectadas formando uma massa sélida que bloqueia o
proventriculo (por¢do entre o esdfago e o estdbmago do inseto). Este
bloqueio impede que o sangue proveniente do repasto chegue ao
estomago. Como a pulga ndo consegue se alimentar, ela regurgita estas
bactérias no local da picada transmitindo assim o agente etioldgico para
0 hospedeiro (BACOT; MARTIN, 1914; SEBBANE et al., 2006).

Em humanos, os sintomas tipicos da peste bubonica incluem
febre, dores de cabega e inchaco de nddulos linfiaticos (bubdo)
(VIBOUD; BLISKA, 2005). Sem o tratamento com antibiéticos, 50 a 60%
das infeccdes bubodnicas sdo letais. Sepse, coagulopatia disseminada e
faléncia miiltipla de 6rgdos sdo sintomas em estidgios avangados da
patologia. Ocasionalmente a forma bubdnica pode progredir para a
forma pneumdnica que € transmitida diretamente entre humanos pela via
respiratoria. A forma pneumodnica € mais letal que a forma bubdnica. A
morte neste caso da-se tipicamente devido a faléncia do sistema
respiratério ou sequela da sepse o que inclui colapso circulatério,
coagulopatia e hemorragia (SMILEY, 2008). Apesar de estarem
disponiveis diversos tratamentos como vacinas e antibiéticos, estes nao
sdo muito efetivos especialmente contra a forma pneumonica (DE LA
PUERTA et al., 2009).

A transmissdo das outras duas espécies patogénicas de Yersinia
da-se por via oral (ingestdo de alimentos ou dgua contaminados) sendo
que a bactéria usa como porta de entrada as células M das placas de
Peyer do intestino delgado. A Y. pseudotuberculosis causa febre, sepse e
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dor abdominal aguda devido a adenite mesentérica. A Y. enterocolitica
causa distirbios gastrointestinais que variam desde enterite aguda a
linfoadenite mesentérica (BLEVES; CORNELIS, 2000). As formas de
transmissdo das espécies de Yersinia patogénicas para o homem sio
descritas na figura 3.

Os fatores de viruléncia da Yersinia enterocolitica incluem:

- proteinas da membrana externa, responsdveis pela invasdo e
adesao;

- o sistema de secre¢do do tipo III que é formado por 29 proteinas
denominadas Ysc, cuja principal funcdo € secretar proteinas conhecidas
como Yop (Yersinia outer membrane proteins).

- proteinas secretadas, que podem ser divididas em dois grupos. O
primeiro grupo (YopB e YopD) forma um poro na célula do hospedeiro.
O segundo grupo (YopH, YopE, YopO, YopP e YopM) é injetado no
citosol da célula do hospedeiro onde efetuam fungdes diversas;

- uma enterotoxina (Yst) que estimula a sintese de GMP ciclico
na borda da mucosa intestinal causando diarréia nos pacientes
infectados;

- captagdo de ferro através de um sideroforo denominado de
yersiniabactina que tem alta afinidade pelo ferro e assim pode remové-lo
de varias proteinas de mamiferos (TRABULSI; MARTINEZ, 2005).

As trés espécies de Yersinia patogénicas apresentam em comum
um tropismo pelo tecido linfatico, a capacidade de resistir a resposta
imune ndo especifica do hospedeiro e um plasmideo de alta massa
molecular conhecido como pYV que contém os genes que codificam as
proteinas Ysc e Yop (BLEVES; CORNELIS, 2000; TRABULSI;
MARTINEZ, 2005).

A fosfotirosina fosfatase YopH € uma das proteinas secretadas
pelo sistema de secrecdo do tipo III. Esta fosfatase é sintetizada pelas
trés espécies de Yersinia patogé€nicas para o homem. A introducdo de
YopH em células fagocitdrias do hospedeiro causa a inibi¢do da resposta
inflamatdria a bactéria através de um processo que envolve a quebra de
adesdes focais, inibicdo da fagocitose, liberacdo de fator de necrose o e
resposta oxidativa. A YopH também impede a funcio dos linfécitos B e
T prevenindo a resposta imune adaptativa, o que é crucial para a
sobrevivéncia da bactéria nos nédulos linfaticos do hospedeiro (DE LA
PUERTA et al., 2009).
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Figura 3: Vias de transmissdo das espécies de Yersinia patogé€nicas para
humanos. A Y. pestis € transmitida através de picadas de pulgas infectadas. Esta
espécie de Yersinia causa a peste bubOnica que eventualmente pode progredir
para a peste pneumodnica. Neste caso a transmissdo dd-se por goticulas
respiratérias de humano para humano. Nas outras duas espécies, Y.
enterocolitica e Y. pseudotuberculosis, a transmissio ocorre por via oral. Estas
bactérias penetram através das células M do intestino delgado, atingem os
nddulos linfiticos onde podem causar infeccdo localizada ou, em casos raros,
infeccdo sist€émica. Adaptado de (WREN, 2003).
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1.4 Proteinas Tirosina Fosfatases (PTPs)

A fosforilagdo de proteinas é um dos principais mecanismos de
modificacdo pés-traducional utilizado pelas células para controlar varios
de seus processos regulatérios. Este mecanismo torna-se, portanto, um
elemento importante na via de transdugdo intracelular de sinais
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desencadeados por efetores extracelulares como hormdnios, mitégenos,
citocinas etc (BARFORD; JIA; TONKS, 1995).

A remog¢do ou adi¢do de um grupamento fosfato & uma proteina
pode gerar um motivo de interacdo proteina-proteina, controlar a
estabilidade protéica e, principalmente, modular a atividade enzimética
(ZHANG, 2002). Aproximadamente 30% das proteinas celulares possuem
uma ligacdo fosfato covalente (COHEN, 2000) e esta ocorre
principalmente nos residuos de serina e treonina. Apesar de uma
pequena parcela das reagcdes de fosforilagdo ocorrer nos residuos de
tirosina, sua importdncia ndo € menos relevante. Sabe-se que a
fosforilagdo neste residuo é essencial no controle do crescimento
celular, metabolismo, comunica¢do célula-célula, migracdo celular,
transcri¢do génica, resposta imune, entre outros (HUNTER, 2000).

O equilibrio dinadmico do nivel de fosforilacdo em residuos de
tirosina das proteinas celulares ¢ mantido por duas familias de enzimas,
as proteinas tirosina cinases (PTK, do inglés protein tyrosine kinase) e
as proteinas tirosina fosfatases (PTP, do inglés protein tyrosine
phosphatase). Estas duas familias de enzimas possuem fungdes
antagdnicas. As tirosina cinases catalisam a transferéncia do grupo
gama-fosfato do ATP para o residuo de tirosina da proteina alvo,
enquanto que as tirosina fosfatases catalisam a remocéo deste grupo das
proteinas fosforiladas em residuos de tirosina (BARFORD; DAS;
EGLOFF, 1998).

As proteinas tirosina fosfatases podem ser divididas em trés
principais subfamilias: tirosina-especificas (do tipo receptor ou
citoplasmdtica), de especificidade dupla (DSP) e de baixa massa
molecular (LMW-PTPs do inglés Low molecular weight).

As tirosina-especificas do tipo receptor, exemplificada pela
fosfatase CD45 de leucdcito, geralmente possuem um dominio
extracelular, uma tnica regido transmembranar e um ou dois dominios
cataliticos citoplasmdticos (BURKE JR; ZHANG, 1998). As tirosina-
especificas citoplasmdticas, também chamadas de soliveis ou ndo
receptoras, possuem dominios ou regides ndo cataliticas que
desempenham um papel no alocamento subcelular, na regulacdo da
atividade enzimdtica ou no recrutamento de ligantes especificos
(TABERNERO et al., 2008). As proteinas PTP1B humana e a YopH de
Yersinia enterocolitica sao tirosina fosfatases citoplasmadticas.

As tirosina fosfatases de especificidade dupla (DSPs) tem como
substratro ndo somente proteinas contendo residuos de tirosina
fosforilados, como também residuos de serina e treonina fosforilados.
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Além disso, estas fosfatases podem ser subdivididas em: fosfatases de
MAP-quinase; miotubularinas, fosfatases relacionadas a PTEN
(phosphatase and tensin homolog), PRL (phosphatase of regenerating
liver), Cdcl4s (cell division cycle) e DSPs atipicas (ALONSO et al., 2004;
PULIDO; VAN HUIISDUIINEN, 2008). A fosfotirosina fosfatase PtpB de
Mpycobacterium tuberculosis ¢ um exemplo de uma fosfatase duo-
especifica.

Os membros da subfamilia das tirosina fosfatases de baixa massa
molecular sdo enzimas de aproximadamente 18 kDa que possuem o
motivo catalitico préximo da regido amino-terminal. Esta subfamilia de
tirosina fosfatase apresenta pouca similaridade com os membros das
demais subfamilias (BARFORD; JIA; TONKS, 1995; RAUGEL; RAMPONT,
CHIARUGIL, 2002). A PtpA de Mycobacterium tuberculosis é um
representante das LMW-PTPs.

Apesar da diversidade na sequéncia de aminodcidos e
especificidade por substrato, as PTPs conservam o motivo catalitico
formado pela sequéncia (H/V)C(X)sR (também conhecido como P-loop)
e utilizam um mesmo mecanismo para realizar a catélise (ZHANG, 2001).

O mecanismo catalitico das PTPs envolve dois ataques
nuclefilicos via SN2 (figura 4). O primeiro ataque é feito pelo dtomo de
enxofre presente na cisteina catalitica da enzima. O segundo ataque é
feito por uma molécula de dgua. Outra particularidade da reacdo é a
formacdo de um intermedidrio tio-fosfato (BARFORD; JIA; TONKS,
1995; BURKE JR; ZHANG, 1998).

1.5 Inibidores de fosfotirosina fosfatases

Devido a importincia das fosfatases em vdrios processos
celulares, esta classe de proteinas emergiu como um alvo potencial para
farmacos.

Estudos sobre as fosfatases PtpB e PtpA de Mycobacterium
tuberculosis mostram que estas duas enzimas sdo importantes na
sobrevivéncia desta bactéria no interior de macréfagos (KOUL et al.,
2004; BACH et al., 2008; ZHOU et al., 2010) e despontam assim como
possiveis alvos para o tratamento da tuberculose. Recentemente nosso
grupo relatou que 5 chalconas sintéticas mostraram-se seletivas para a
PtpA, das quais uma conseguiu reduzir em 77% a carga bacteriana em
macr6fagos (MASCARELLO et al., 2010).
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Figura 4: Mecanismo catalitico da PTP1B, uma fosfotirosina fosfatase humana.
O primeiro passo da reacdo de catdlise € o ataque nucleofilico via Sy2 do 4tomo
de enxofre (da cisteina catalitica 215 da PTP1B) ao grupamento fosfato do
residuo de tirosina fosforilado. Além disso hd a uma protonag¢do do dtomo de
oxigénio do substrato fendlico pela cadeia lateral do aminoécido aspartato 181
da PTP1B. No segundo passo ocorre a liberacdo da proteina substrato e a
formagdo de um intermedidrio tio-fosfato. No terceiro passo uma molécula de
dgua, deprotonada pelo aspartato 181, ataca o fésforo do intermedidrio tio-
fosfato em uma segunda reacdo via Sy2. No quarto passo o fosfato é liberado
deixando a cisteina 215 livre. Adaptado de (BARFORD; JIA; TONKS, 1995)
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A PTPIB € outro alvo importante para o desenvolvimento de
farmacos. Esta fosfatase participa no controle da massa corpdrea,
homeostase da glicose e dispéndio de energia. Ela atua como regulador
negativo das vias de sinaliza¢do de receptores mediados por leptina e
insulina (LIU et al., 2008). Como a atividade desta enzima é de grande
importéncia, € justificdvel o interesse no desenvolvimento de inibidores
para PTP1B quando a atividade desta encontra-se desregulada em
distirbios metabdlicos como diabetes e obesidade (COOK; UNGER,
2002; RAJALA et al., 2009).

Recentemente o estudo de YopH tem despertado o interesse de
nosso grupo. Esta fosfatase, sintetizada pelas trés espécies de Yersinia
patogénicas para o homem, é de grande importancia na patogenicidade
destas bactérias. Devido a esta importancia, YopH desponta no ambito
de desenvolvimento de farmacos como um alvo promissor.

1.6 Arsenato redutases

O arsénio é um semimetal que possui dois estados de oxidagdo
biologicamente relevantes: o arsenato As (V) e o arsenito As (III)
(MUKHOPADHYAY et al., 2009). Este semimetal é requerido em baixa
concentragdo para o crescimento e metabolismo microbiolégico, mas é
téxico em concentracdes elevadas (STOLZ; BASU; OREMLAND, 2002).

Os organismos podem assimilar o As (V) via transportadores de
fosfato e o As (III) através de aquagliceroporinas (ROSEN, 2002). No
interior das células o As (III) pode se ligar as proteinas através da
ligagdo ao grupo tiol de residuos de cisteina ou ao nitrogénio
imidazodlico de residuos de histidina. Na forma pentavalente, o arsenato
compete com o fosfato, particularmente no ciclo do 4cido citrico, e
altera a produgdo de ATP (LI; HAILE; KENNELLY, 2003).

Devido 2 interferéncia do arsénio nos processos bioldgicos,
diferentes organismos desenvolveram sistemas de detoxificacdo para
este semimetal. Dois sistemas sdo descritos na literatura, o primeiro, que
¢ o principal meio de detoxificacdio em mamiferos, € através da
metilacdo tanto do arsenato quanto do arsenito. Neste processo de
detoxificacdo, a glutationa reduz o arsenato a arsenito que pode entdo,
através de uma metiltransferase, receber um grupo metil da S-adenosil-
metionina (STOLZ; BASU; OREMLAND, 2002).

O segundo sistema € encontrado tanto em procariotos (JI et al.,
1994) quanto em eucariotos (MUKHOPADHYAY; SHI; ROSEN, 2000;
ZHOU et al., 2004). Neste sistema ocorre a conversao do As (V) a As (III)
através de enzimas conhecidas como arsenato redutases (ArsC). Em
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ensaios in vitro esta conversao € feita em um sistema de oxi-reducdo no
qual o NADPH ¢ oxidado a NADP. Esta oxidagdo pode ser
acompanhada pelo decaimento da absorbéncia a 340 nm.

As arsenato redutases podem ser divididas em trés familias. A
primeira familia tem como representante a arsenato redutase codificada
pelo plasmideo R773 de E. coli. Esta enzima utiliza como redutores no
sistema de oxi-reducdo a glutaredoxina e a glutationa (GLADYSHEVA,;
ODEN; ROSEN, 1994).

A segunda familia € representada pelo produto do gene arsC do
plasmideo pI258 de Staphylococcus aureus. Esta enzima tem duas
cisteinas que participam na catédlise e utiliza como redutor a tioredoxina.
Em 2001, Zegers e seu grupo demonstraram que esta enzima de
Staphylococcus aureus também possui atividade de fosfatase e apresenta
homologia a fosfotirosina fosfatases de baixa massa molecular (ZEGERS
et al., 2001).

A terceira familia de arsenato redutases também apresenta
homologia as tirosina fosfatases, mas aquelas pertencentes a subfamilia
de especificidade dupla. As seguintes arsenato redutases fazem parte
desta familia: ScAcr2p de Saccharomyces cerevisiae; AtACR2 de
Arabidopsis thaliana, PvACR2 de Pteris vittata, entre outras. Estas
enzimas também utilizam a glutationa e a glutaredoxina como agentes
redutores (BHATTACHARIJEE et al., 2010).

Farmacos a base de arsénio e antimdnio sdo utilizados no
tratamento de tripanosomiases e leishmanioses. Em 2004, Zhou e seu
grupo mostraram que amastigotas de Leishmania infantum origindrias
de promastigotas transfectadas com o plasmideo pSP-LmACR2—HYG
(codificante da arsenato redutase LmACR2 de Leishmania major),
exibiam uma maior sensibilidade ao fdrmaco Pentostam comparadas
aquelas amastigotas provenientes de promastigotas transfectadas
somente com o vetor pSPaHYGa. O Pentostam € um pré-farmaco a
base de antimdnio pentavalente, Sb(V). Para formar a substincia ativa o
antimonio Sb (V) deve ser reduzido a antim6nio Sb (IIT). Zhou e seu
grupo sugeriram, como ponto de partida de seu trabalho, que como o Sb
(V) e 0 As (V) possuem propriedades semelhantes e compartilham das
mesmas vias de transporte para o interior da célula, uma arsenato
redutase seria responsavel pela conversido do pré-farmaco na substincia
ativa. Neste estudo eles comprovaram que esta arsenato redutase era
realmente capaz de reduzir tanto o Sb (V) quanto o As (V) as
respectivas formas (III) (ZHOU et al, 2004). Dois anos apds sua
descoberta, Zhou publicou outro artigo mostrando que a arsenato
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redutase LmACR2 também tinha uma atividade de fosfotirosina
fosfatase (ZHOU; BHATTACHARJEE; MUKHOPADHYAY, 2006).

Em 2003, Li e seu grupo publicaram um artigo sobre uma
arsenato redutase de Synechocystis cepa PCC 6803. Esta proteina possui
caracteristicas estruturais semelhantes as tirosinas fosfatases de baixa
massa molecular e a arsenato redutase de Staphylococcus aureus. Eles
verificaram que a proteina em estudo mostrava uma baixa atividade de
fosfatase (V max = 0,08 pumol/min.mg) e uma expressiva atividade de
arsenato redutase (V max 3,1 pmol/min.mg). Outro fato interessante foi
que esta enzima ndo utilizava a tiorredoxina como agente redutor, mas a
glutaredoxina e a glutationa (LI; HAILE; KENNELLY, 2003). Baseado nos
resultados obtidos em seu trabalho, Li e seu grupo propuseram um
mecanismo catalitico para a arsenato redutase SynArsC de
Synechocystis sp. o qual é mostrado na figura 5.
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Figura 5. Possivel mecanismo catalitico para SynArsC de Synechocystis sp.
cepa PCC6803. Neste mecanismo a arsenato redutase forma um intermedidrio
arsenoenzima no passo 1. No passo 2 este intermedidrio é atacado pela
glutationa reduzida (GSH) para formar o intermedidrio cisteinil-arseno-
glutationa. No passo 3 o intermedidrio formado no passo anterior se quebra
gerando arsenito e uma ponte dissulfeto entre a cisteina catalitica da enzima
(Cysg) e a glutationa. No passo 4 ocorre uma troca de posi¢cdo da ponte
dissulfeto (entre a cisteina catalitica e as cisteinas 80 e 82) e da posi¢do da
glutationa. Esta modificag@o faz com que a glutationa saia do sitio catalitico e
seja posicionada em um ponto proximo a superficie da enzima. A ponte
dissulfeto entre a enzima e a glutationa ¢ entdo reduzida no passo 5 pela acdo da
glutaredoxina com conseqiiente oxidacdo de NADPH & NADP. No passo 6
ocorre uma realocacio da ponte dissulfeto na arsenato redutase o que culmina
com a restauracdo da cisteina catalitica ao seu estado reduzido, reiniciando
assim o ciclo. Fonte: (LI; HAILE; KENNELLY, 2003).
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Bennett e seu grupo, ao trabalharem com uma arsenato redutase
de Bacillus subtilis, viram que esta era estruturalmente e funcionalmente
similar a tirosina fosfatase de baixa massa molecular bovina. A arsenato
redutase de B. subtilis apresenta cerca de 65% de identidade com a
arsenato redutase de S. aureus. Com base nos resultados obtidos na
cristalizagdo da proteina, os autores do trabalho propuseram um
mecanismo catalitico para a arsenato redutase (figura 6) o qual mostra a
participagdo da tiorredoxina como agente redutor (BENNETT et al., 2001).
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Figura 6. Mecanismo catalitico proposto para arsenato redutases de bactérias
Gram-positivas. O primeiro passo € muito semelhante ao que ocorre no
mecanismo catalitico das tirosina fosfatases. Ocorre um ataque nucleofilico da
cisteina catalitica Cys;, no arsenato formando um intermedidrio enzima-
substrato e liberando uma molécula de dgua como grupo de saida.
Posteriormente este intermedidrio € atacado pelo grupo tiol da cisteina adjacente
Cys-82. O segundo passo € a redugdo da ligacdo da proteina ao arsenato
gerando o arsenito e uma ponte dissulfeto entre as cisteinas 10 e 82. Esta ponte
é posteriormente realocada liberando a cisteina catalitica Cys10. Finalmente, a
ponte dissulfeto entre a cisteina 89 e 82 ¢é desfeita pela tiorredoxina que reduz
estas cisteinas, reiniciando o ciclo. Fonte: (BENNETT et al., 2001).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este trabalho tem como objetivos principais a caracterizagdo
bioquimica de uma fosfotirosina fosfatase putativa de Trypanosoma
cruzi ¢ a busca de inibidores para a tirosina fosfatase de Yersinia
enterocolitica (YopH).

2.2 Objetivos especificos

- Expressar a tirosina fosfatase putativa de Trypanosoma cruzi em
Escherichia coli BL21(DE3)pLysS;

- Expressar a tirosina fosfatase (YopH) de Yersinia enterocolitica em
Escherichia coli BL21(DE3);

- Purificar as proteinas e confirmar suas identidades;

- Analisar a atividade catalitica da tirosina fosfatase putativa de
Trypanosoma cruzi com e sem a cauda de histidina na regido amino-
terminal, tanto de sua possivel atividade de fosfatase quanto de arsenato
redutase;

- Analisar a atividade catalitica da tirosina fosfatase (YopH) de Yersinia
enterocolitica;

- Avaliar compostos organicos (chalconas, hidrazidas, oxadiazéis,

sulfonilhidrazonas, sulfonamidas) como inibidores da fosfotirosina
fosfatase YopH de Yersinia enterocolitica.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Transformagao das bactérias E. coli

3.1.1 Preparacdo de células competentes para transformagdo

A metodologia baseada no protocolo descrito por Ausubel e
colaboradores (AUSUBEL et al., 1995) foi utilizada na obtencdo de
células competentes. Através desta metodologia induz-se a competéncia
das bactérias por tratamento quimico com cdlcio, o qual altera a
permeabilidade das membranas da bactéria facilitando assim, a acepg¢do
do DNA plasmidial.

Bactérias E. coli BL21(DE3) e BL21(DE3)pLysS foram
semeadas por esgotamento individualmente em placas de Petri contendo
LB-dgar (NaCl 1 %, peptona 1 %, extrato de levedura 0,5 %, agar 2 %
pH 7.5), em seguida as placas foram colocadas a 37 °C por um periodo
de 16 horas. Apds este periodo, uma coldnia de cada cepa foi entdo
transferida, separadamente, para 50 mL de meio LB (NaCl 1 %, peptona
1 %, extrato de levedura 0,5 %, pH 7.5), que foi deixado sob agitacdo a
37 °C até que fosse atingida a densidade 6ptica de 0,4 no comprimento
de onda de 600 nm. As células foram entdo centrifugadas (6.000 g por
20 minutos) e o meio LB descartado. O sedimento de células foi
ressuspendido em 25 mL de CaCl, 0,1 M a 4 °C e incubado em gelo por
1 hora. Em seguida as células foram novamente centrifugadas. O
sedimento foi homogeneizado em 5 mL de CaCl, 0,1 M a 4 °C contendo
glicerol 20 % e incubado por 30 minutos em gelo. Posteriormente as
bactérias foram separadas em aliquotas de 150 uL e armazenadas a
-80 °C.

3.1.2  Transformacdo de bactérias E. coli BL21(DE3)pLysS com os
vetores pDEST17-PTP e pTH24-TEVgy.

O gene que codifica a proteina fosfotirosina fosfatase putativa de
T. cruzi estd inserido no vetor pDEST17, o qual lhe confere uma cauda
de histidina na regido amino-terminal da proteina expressa e um sitio de
clivagem TEV. Este vetor nos foi fornecido pelo grupo do professor
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Samuel Goldenberg (Instituto de Biologia Molecular do Parand-IBMP,
Brasil).

O vetor pTH24-TEVgy que contém a seqiiéncia de nucleotideos
da protease TEV, foi obtido do grupo de Helena Berglund (Instituto
Karolinska, Suécia).

Na transformacdo, 50 ng dos plasmideos foram adicionados
separadamente, a 150 uL de BL21(DE3)pLysS competentes. Estas
células foram mantidas em gelo (4 °C) por 20 minutos e em seguida
foram colocadas a temperatura de 42 °C por dois minutos seguido de 2
minutos novamente em gelo. Apds esse periodo, 500 uL de meio LB
foram adicionados as células que em seguida foram mantidas a 37 °C
por 1 hora. As bactérias foram entdo, semeadas em meio dgar contendo
cloranfenicol (50 pg/mL) e ampicilina (100 pg/mlL) e mantidas a
temperatura de 37 °C por 16 horas.

3.1.3 Transformacio de bactérias E. coli BL21(DE3) com os vetores p7-
7Yop51*A162 e PET101/D-TOPO-GRX1.

O vetor p7-7Yop51*A162 (fornecido pelo professor Tiago A. S.
Branddo da Universidade Federal de Minas Gerais) codifica a proteina
YopH de Yersinia enterocolitica.

O vetor PET101/D-TOPO-GRX1 foi fornecido pelo professor
Peter J. Kennelly da Universidade de Virginia nos Estados Unidos. Este
vetor codifica a protefna glutaredoxina 1 de E. coli que foi utilizada nos
testes de arsenato redutase da fosfotirosina fosfatase putativa de
Trypanosoma cruzi.

A transformacgdo com estes dois vetores deu-se da mesma forma
descrita anteriormente, a unica modificacdo foi a utilizacdo de somente
o antibidtico ampicilina no meio LB 4gar.

3.2 Expressao das proteinas recombinantes

3.2.1 Expressdo da fosfotirosina fosfatase putativa de Trypanosoma
cruzi

Para expressar a proteina tirosina fosfatase putativa, bactérias E.
coli BL21(DE3)pLysS transformadas com o vetor de expressdo
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pDEST17-PTP foram cultivadas a 37 °C em meio LB suplementado
com os antibidticos cloranfenicol (50 pg/mL) e ampicilina (100 pg/mL).
Quando a densidade 6ptica atingiu 0,6 a 600 nm foi adicionado IPTG
até a concentragdo final de 0,5 mM. As bactérias foram entdo deixadas
sob agitacdo a 15 °C por 16 horas. Apés este periodo as células foram
centrifugadas (6000 g a 4 °C) por 20 minutos. O meio LB foi entdo
descartado e o sedimento foi armazenado a -20 °C.

3.2.2 Expressdo da protease TEV

A expressdo da protease TEV foi semelhante a expressdo da
fosfotirosina fosfatase putativa de 7. cruzi. No caso da TEV as bactérias
utilizadas foram BL21(DE3)pLysS transformadas com o vetor de
expressdo pTH24-TEVgy, a concentracdo final de IPTG foi de 1 mM e a
temperatura de inducio foi de 20 °C.

3.2.3 Expressdo da proteina glutaredoxina 1 de E. coli

Bactérias E. coli BL21(DE3) contendo o vetor PET101/D-TOPO-
GRX1 foram cultivadas a 37 °C em meio LB contendo ampicilina (100
ug/mL) até que se atingisse a densidade 6ptica de 0,6 a 600 nm. O IPTG
foi entdo adicionado até a concentragdo final de 1 mM. O cultivo foi
mantido a 37 °C por 3 horas e depois foi centrifugado. O sedimento foi
entdo guardado a -20 °C.

3.2.4 Expressdo da proteina YopH de Yersinia enterocolitica

Para expressar a fosfatase YopH, bactérias transformadas com o
vetor p7-7Yop51*A162 foram cultivadas a 37 °C em meio LB contendo
ampicilina (100 pg/mL) até que se atingisse a densidade 6ptica de 0,8 a
600 nm. Posteriormente, a indugdo foi feita acrescentando IPTG até a
concentracdo final de 0,4 mM. O cultivo foi mantido a temperatura de
25 °C durante 16 horas. O cultivo foi entdo centrifugado e o sedimento
foi guardado a -20 °C.
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3.3 Purifica¢fo das proteinas recombinantes

3.3.1 Purificacdo da fosfotirosina fosfatase putativa de Trypanosoma
cruzi

O precipitado de bactérias obtido apdés o cultivo foi
homogeneizado em 3 mL do tampdo A (Tris-HCL 20 mM, pH 8, NaCl
500 mM, glicerol 10 %) contendo fluoreto de fenil metil sulfonila
(PMSF - inibidor de protease) na concentragdo final de 40 pg/mL. Logo
apos as células foram rompidas por sonicacdo (Fisher Scientific Model
Sonic Dismembrator) em 7 ciclos de 20 segundos em gelo. O conteddo
obtido apds a sonicacdo foi em seguida, centrifugado a 4 °C por 40
minutos a 16.000 g. O sobrenadante, contendo proteinas soltveis, obtido
apés a centrifugagio foi entdo injetado no sistema AKTA(GE
Healthcare) ao qual estava conectada uma coluna HisTrap (Amersham
Biosciences) de 1 mL.

A purificacdo da proteina foi feita por cromatografia de afinidade
ao metal imobilizado. A coluna HisTrap possui o Ni*? acoplado a matriz
de sefarose. Este metal forma complexos com aminodcidos carregados
positivamente como por exemplo, a histidina. Ao formar o complexo, a
proteina com cauda de histidina fica retida enquanto que as demais
proteinas que ndo interagiram com o metal sdo eluidas com o tampao.
Para que a proteina de interesse seja entdo eluida, aumenta-se a
concentra¢do de imidazol no tampdo de elui¢do. O imidazol é um
alcal6ide heterociclico aromdtico que compete quimicamente com a
histidina pelo niquel.

Os tampdes utilizados na purifica¢do foram: Tampdo A e Tampao
B (Tris-HCI 20 mM pH 8, NaCl 500 mM, glicerol 10 %, imidazol 500
mM, B-mercaptoetanol 1 mM). Apds a purificagdo, as fragdes eluidas
referente ao pico da fosfotirosina fosfatase putativa foram reunidas e
postas para dialisar durante 2 horas em cada um dos seguintes tampdes:
tampdo de didlise A (Tris-HCL 20 mM, pH 8; NaCl 500 mM; DTT 5
mM; glicerol 10 %; imidazol 150 mM), tampdo de didlise B (Tris-HCL
20 mM, pH 8; NaCl 500 mM; DTT 5 mM; glicerol 10 %; imidazol 75
mM), tampao de didlise C (Tris-HCL 20 mM, pH 8; NaCl 250 mM;
DTT 5 mM; glicerol 10 %; Imidazol 35 mM), tampdo de didlise D (Tris-
HCL 20 mM, pH 8; NaCl 50 mM; EDTA 5 mM; DTT 5 mM; glicerol
20 %).
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Depois de dialisada a proteina foi concentrada (Amicon Ultra-15
Millipore, membrada de 10 kDa). Em seguida a proteina foi
quantificada pelo método de Bradford utilizando a soro albumina bovina
(BSA) como padriao (BRADFORD, 1976; FIGUEIREDO DA SILVA et
al., 2007), separada em fracdes e colocadas a -20 °C.

3.3.2 Purificagfo da protease TEV

Todo o processo realizado para purificar a fosfotirosina fosfatase
putativa de Trypanosoma cruzi foi também realizado para purificar a
protease TEV.

3.3.3 Purificacdo da glutaredoxina 1 de E. coli

A metodologia utilizada para purificar a glutaredoxina 1 de F.
coli foi muito semelhante aquela utilizada para purificar a TEV e a PTP
putativa de T. cruzi.

Os fatores que divergiram foram: o pH dos tampdes de
purificacdo da glutaredoxina 1 € 7,5 e a didlise desta proteina ocorre em
uma unica etapa com tampdo de didlise da glutaredoxina (Tris-HCI 20
mM pH 7,5; EDTA 0,5 mM; DTT 1mM).

3.3.4 Purificac@o da YopH da Yersinia enterocolitica

O precipitado obtido apds o cultivo foi homogeneizado em 3 mL
do tampdo Y (Acetato de sédio 100 mM pH 5,7; NaCl 100 mM; EDTA
1 mM e DTT 1 mM) contendo PMSF na concentragdo final de 40
pug/mL. Em seguida as células foram rompidas por sonicagdo em 7
ciclos de 20 segundos em gelo. O contetdo obtido apds a sonicagdo foi
entdo centrifugado, a 4 °C por 40 minutos a 16000 g. O sobrenadante
obtido apds a centrifugagdo foi entdo injetado no sistema AKTA(GE
Healthcare) ao qual estava conectada uma coluna HiTrap™ SP HP
(Amersham Biosciences) de 5 mL.

Os tampdes utilizados na purificagdo foram os tampdes Y e Y*
(Acetato de s6dio 100 mM pH 5,7; NaCl 500 mM; EDTA 1 mM e DTT
1 mM).
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A purificacdo da proteina Yop51*A162 foi realizada pelo método
de cromatografia de troca idnica. A coluna HiTrap™ SP HP é uma
coluna trocadora de cdtions, carregada com radicais -CH,CH,CH,SO:s.
No pH dos tampdes de purificacdo a YopH se encontra com cargas
positivas (pH abaixo do ponto isoelétrico) e € atraida pelos radicais —
CH,CH,CH,SO; presentes na coluna, as demais proteinas sido entio
eluidas com o tampao. Com o acréscimo de cargas positivas devido ao
aumento da concentra¢do de NaCl do tampdo Y a proteina de interesse
€ entdo liberada da coluna.

Apés a purificacio a YopH foi quantificada pelo método de
Bradford (BRADFORD, 1976), separada em fragdes e colocadas a
-20 °C.

3.4 Clivagem da fosfotirosina fosfatase putativa de Trypanosoma cruzi
com a protease TEV

Com a finalidade de verificar se a cauda de histidina interferia na
atividade catalitica da enzima, a cauda de histidina da fosfotirosina
fosfatase putativa de Trypanosoma cruzi foi clivada com a protease
TEV.

Para a clivagem da cauda de histidina foi utilizado o tamp@o Tris-
HCI 50 mM, pH 8,0; EDTA 0,5 mM e DTT 0,5 mM. As proteinas foram
colocadas na seguinte propor¢ao: 10 ug de PTP para cada 3 pg de TEV.
A reacdo foi deixada por 24 horas sob agitacdo a 4 °C.

3.5 Separagdo da fosfotirosina fosfatase putativa da protease TEV e da
cauda de histidina

Com o objetivo de separar a fosfotirosina fosfatase putativa de
Trypanosoma cruzi da protease TEV e da cauda de histidina foram
testados dois métodos diferentes.

O primeiro método trata-se de uma cromatografia de exclusio
molecular utilizando a coluna Superdex 200 16/60, para a qual foi
utilizado o tampdo de didlise D como eluente. Na cromatografia de
exclusdo molecular a mistura de proteinas passa por uma coluna que é
formada por polimeros que possuem pequenas cavidades. Ao contrério
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das moléculas grandes, as moléculas pequenas conseguem entrar e sair
destas cavidades ficando assim mais tempo retidas na coluna. As
moléculas grandes sdo entdo eluidas primeiro seguida das menores,
ocorrendo assim a separagdo por tamanho molecular.

O segundo método utilizado na purificacio da PTP foi uma
cromatografia de afinidade em uma coluna HisTrap a qual reteria a TEV
e a cauda de histidina liberando assim a PTP putativa clivada.

3.6 Modelagem computacional da estrutura da PTP putativa de
Trypanosoma cruzi

De forma a obter informagdes adicionais sobre a PTP de T. cruzi,
sua estrutura foi modelada computacionalmente pelo professor adjunto
no Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG, Lucas Bleicher.

A modelagem computacional foi feita utilizando um método
hibrido (modelagem por homologia e alinhavamento). A modelagem por
homologia € uma técnica computacional que é capaz de inferir uma
estrutura tridimensional de proteina a partir de uma proteina homdloga
com estrutura determinada experimentalmente. Esse método necessita
de um alinhamento de seqiiéncias entre a proteina que se deseja modelar
e a proteina com estrutura ji determinada (denominada proteina molde).
A partir desse alinhamento, que determina que posi¢des entre as duas
proteinas sdo equivalentes, € gerado um modelo inicial em que cada
residuo da proteina molde é substituido por aquele da proteina a ser
modelada, e as regides sem equivaléncia no alinhamento
(correspondentes aos gaps) sdo inseridas ou eliminadas. Em geral esse
modelo inicial apresenta caracteristicas fisicas que ndo correspondem
aquelas observadas em estruturas reais, como choques estéricos entre
residuos, angulos de ligagdo ndo permitido ou residuos desconectados.
Desta forma, os softwares dedicados a modelagem por homologia
submetem esse modelo a uma minimizacio energética, isto é, aplica-se
um modelo fisico (REMO) para intera¢do entre dtomos numa proteina
de forma a encontrar uma conformacdo que minimize a energia do
modelo, de acordo com as configuragdes observadas na natureza.

Ja a modelagem por alinhavamento (do inglés threading) consiste
na utilizacdo de ndo um molde, mas uma série de candidatos a moldes
para cada regido da estrutura da proteina. Ele ndo parte de um
alinhamento, e sim faz uma busca completa contra todas os
enovelamentos conhecidos de forma a encontrar em quais deles a
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seqiiéncia a ser modelada apresenta as melhores caracteristicas fisico-
quimicas e geométricas. A partir dessa busca, 0 modelo é montado de
forma a reproduzir as estruturas observadas, que podem inclusive ser de
vérias proteinas diferentes. Construido o modelo final por esse processo,
ele é também minimizado energeticamente de forma a ajustar detalhes
como pequenas reacomodacdes da cadeia principal e a orientacdo das
cadeias laterais.

3.7 Teste de atividade de fosfatase da PTP putativa de T. cruzi

A atividade catalitica da enzima foi avaliada em diferentes
tampdes e diferentes pH. Os seguintes tampdes foram testados: Imidazol
10 mM (pH 6; pH 7 e pH 8); Tris 50 mM pH8; Hepes S0 mM pH 7,5 e
pH 8.

A atividade da PTP putativa de 7. cruzi foi testada utilizando-se
como substrato o composto p-nitrofenilfosfato (pNPP). Fosfotirosina
fosfatases quando ativas sdo capazes de clivar este composto gerando
em condi¢des alcalinas o p-nitrofenol (pNP), que possui uma cor
amarela. A reacdo pode ser entdo acompanhada através da medicdo do
aumento da absorbancia em 410 nm como conseqiiéncia do
aparecimento do p-nitrofenol.

O teste de atividade da proteina foi feito com o tampdo a ser
avaliado, pNPP 10 mM, B-mercaptoetanol 0,1 %. O volume final de
reacdo foi de 200 uL e as leituras das absorbancias foram feitas em leitor
de microplaca (TECAN INFINITE 200). O tempo de leitura foi de 40
minutos sendo que as leituras eram feitas a cada 30 segundos. A
temperatura do teste foi de 37 °C.

Avaliou-se também se a cauda de histidina influenciava a
atividade de fosfatase da enzima.

3.8 Teste de atividade de arsenato redutase

Como ja foram descritas na literatura enzimas que possuem tanto
atividade de fosfatase quanto de arsenato redutase (BENNETT et al.,
2001; ZEGERS et al, 2001; ZHOU; BHATTACHARIEE;
MUKHOPADHYAY, 2006), analisamos também se além da atividade
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de fosfatase a PTP putativa de de Trypanosoma cruzi poderia ter uma
atividade de arsenato redutase.

Foram avaliados os dois sistemas de oxi-redu¢cdo descritos para
reducdo do arsenato a arsenito pelas arsenato redutases.

No primeiro sistema a tiorredoxina age como redutor e este
sistema € utilizado em experimentos in vitro com arsenato redutases de
bactérias Gram-positivas como Staphylococcus aureus e Bacillus
subtilis. Este teste foi baseado no protocolo de Messens et al.
(MESSENS et al., 1999). Neste experimento foram utilizados o tampao
Tris-HCI 20 mM pH 7.5; NaCl 150 mM; Tiorredoxina de E. coli 0,42
uM; Tiorredoxina redutase de E. coli 0,14 uM; NADPH 125 uM;
concentragdes varidveis de 125 uM a 6, 25 mM de arsenato de sddio;
fosfotirosina fosfatase putativa de 7. cruzi em concentracdes que
variaram de 2,16 uM a 43 uM. O volume final de reacdo foi de 200 uL
e as leituras das absorbancias foram feitas a cada 30 segundos durante 5
minutos em leitor de microplaca (TECAN INFINITE 200) a 340 nme
a temperatura de 37 °C.

No segundo sistema a glutationa e a glutaredoxina agem como
redutores e este sistema é utilizado em experimentos in vitro com
arsenato redutases de organismos como Pteris vittata, Saccharomyces
cerevisiae, Leishmania major, entre outros. Este teste foi baseado no
protocolo de Li et al. (LI; HAILE; KENNELLY, 2003). Neste
experimento foram utilizados o tampdo Tris-HCI 100 mM, pH 7.5;
BSA 0,02 mg; NADPH 0,25 mM; glutationa redutase de levedura 0,2
uM; glutationa reduzida 8 mM; glutaredoxina de E. coli 4 uM; arsenato
de sédio 40 mM; fosfotirosina fosfatase putativa de 7. cruzi em
concentra¢des que variaram de 8 uM a 37 uM. Como no teste anterior, o
volume final de reacdo foi de 200 yL e as leituras das absorbancias
foram feitas a cada 30 segundos durante 5 minutos em leitor de
microplaca (TECAN INFINITE 200) a 340 nm e a temperatura de
37 °C.

3.9 Triagem de inibidores para a fosfotirosina fosfatase (YopH) de
Yersinia enterocolitica

Os compostos analisados na triagem de inibidores foram
sintetizados pelos alunos: Louise Domeneghini Chiaradia, Kely
Navakosky de Oliveira, Alessandra Mascarello, Marlon Norberto
Sechini Cordeiro, Taisa Regina Stumpf que fazem parte do laboratério
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Laboratério Estrutura e Atividade (LEAT) do departamento de quimica
da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) coordenado pelos
professores Ricardo José Nunes e Rosendo Augusto Yunes.

Foram testados 265 compostos: 204 chalconas sintéticas, 37
hidrazidas, 10 oxadiazdis, 12 sulfonilhidrazonas e 2 sulfonamidas. A
estrutura de todos os compostos testados pode ser visualizada no
apéndice A.

A triagem foi feita nas seguintes condi¢des: tampao imidazol 20
mM pH 7; p-nitrofenolfosfato 20 mM; composto a ser avaliado 25 uM;
YopH 14 nM. Todos os compostos que foram triados eram solubilizados
em dimetilsulfé6xido (DMSO) 100%. Para excluir a possibilidade da
inibi¢do da enzima pelo dimetilsulféxido, este solvente foi utilizado no
controle negativo da reacdo, na concentracio final de 2,5 %. O volume
final de reagfo foi de 200 pL e as leituras das absorbancias foram feitas
a cada minuto durante 10 minutos em leitor de microplaca (TECAN
INFINITE 200) a 405 nm e a temperatura de 37 °C.

Depois de feita a triagem foram selecionados os inibidores que
apresentavam uma porcentagem de inibicdo superior a 30 %.

3.10  Clculo de ICs

A 1ICsy (metade da concentragdio maxima inibitéria de um
composto) mede a efetividade de um composto em inibir uma fungio
bioldgica ou bioquimica. No caso em estudo verifica-se qual € a ICs, do
inibidor frente a funcdo catalitica da enzima YopH de Yersinia
enterocolitica.

No teste de ICsy foram utilizadas concentracdes crescentes de
inibidor (de 10 uM a 100 uM) em um total de 5 concentrag¢des. Para os
35 compostos selecionados na triagem as condi¢des do teste foram as
seguintes: tampdo imidazol 20 mM pH 7; p-nitrofenilfosfato 20 mM;
concentracdes crescentes de inibidor; YopH 14 nM. O volume final de
reacdo foi de 200 pL e as leituras das absorbancias foram feitas a cada
minuto durante 10 minutos em leitor de microplaca (TECAN INFINITE
200) a 405 nm e a temperatura de 37 °C.

Os dados obtidos pelo leitor de microplaca foram analisados com
o programa Microsoft Office Excel 7.0 e os valores de ICsy, foram
determinados através do método de regressao linear de melhor ajuste.



51

Apés a selecdo dos inibidores que apresentaram valores de ICs
inferiores a 50 uM, fez-se entdo um teste de ICsyo com a incubacio destes
compostos por 10 minutos a 37 °C com a YopH. Este teste foi feito com
o intuito de verificar se a incubacdo nas condi¢des descritas,
influenciava nos valores obtidos para ICsy. As condi¢des do teste foram
as seguintes: concentragdes crescentes de inibidor (de 5 uM a 50 uM)
em um total de 10 concentra¢des; tampdo imidazol 20 mM pH 7; p-
nitrofenolfosfato 20 mM; YopH 14 nM. O volume final de reacéo foi
de 200 pL e as leituras das absorbancias foram feitas a cada minuto
durante 10 minutos em leitor de microplaca (TECAN INFINITE 200) a
405 nm e a temperatura de 37 °C.

Determinada a influencia da incubagdo do composto com a
enzima a 37 °C por 10 minutos nos valores de ICs, fez-se entdo 3
repeticdes do teste em triplicata para cada um do 4 inibidores para se
obter os valores referentes a média e ao desvio padrdo. O resultado da
ICsp e o desvio padrao foram obtidos através do valor da média obtida a
partir da média de cada uma das triplicatas.

3.11 Cinética enzimatica

Ap6s o célculo de ICs, estudos cinéticos foram realizados para
cada inibidor para averiguar que tipo de inibicdo este exercia sobre a
enzima.

A cinética da enzima na presenca de DMSO foi utilizada como
parimetro na comparacdo com as cinéticas realizadas na presenca de
duas concentragdes distintas do inibidor. As concentragdes do inibidor
utilizadas foram estipuladas para cada composto a partir do valor obtido
no célculo de ICsy. Na cinética enzimatica também foi feito a incubacéo
da enzima com o inibidor por 10 minutos a 37 °C previamente a adicio
do substrato p-nitrofenilfosfato.

As condigdes do teste foram as seguintes: tampao imidazol 20
mM pH 7; p-nitrofenilfosfato em sete concentracdes diferentes que
variavam de 0,2 mM a 12,8 mM; duas concentracdes distintas de
inibidor; YopH 14 nM. Assim como no célculo de ICsy, o volume final
de reacdo foi de 200 pL e as leituras das absorbancias foram feitas a
cada minuto durante 10 minutos em leitor de microplaca (TECAN
INFINITE 200) a 405 nm e a temperatura de 37 °C.
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A absorptividade molar calculada experimentalmente do p-
nitrofenol de 2249, 6 M™' em™ foi utilizado para efetuar os cdlculos.

Ap6s os cédlculos fez-se a construgdo do gréfico duplo-reciproco
de Lineweaver- Burk no qual € plotado o inverso do valor da velocidade
(variagdo da absorbancia convertida em unidades de concentragcdo a
partir do coeficiente de extingdo molar que posteriormente € dividida
pelo tempo de reacdo e pela quantidade de proteina em mg) versus os
valores correspondentes ao inverso da concentragdo de pNPP. A partir
deste grafico obteve-se o Km aparente para cada concentracdo do
composto. Ao se plotar um grafico dos Km aparentes versus
concentracdo do inibidor, a interceptacio no eixo x da linha de
tendéncia tracada corresponde a —K.
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4.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtengdo das proteinas recombinantes

4.1.1 Obtencdo da PTP putativa de Trypanosoma cruzi

A fosfotirosina fosfatase putativa de Trypanosoma cruzi, produto
do gene Tc00.1047053503471.10, possui um ponto isoelétrico e massa
molecular tedricos de 8,78 e 23,200 kDa, respectivamente. A estrutura
primadria referente a proteina expressa € mostrada na Figura 7.

MSYYHHEHHH LESTSLYEFA GSENLYFQG MDVNCTLIEC EDRRDTSRTL FNLLILDAPS

PSSLHTYIKA LQRRHVRHLV RVCGPTYDAT QLEKDGIDVH SWPFDDGAAP PESVVESWFQ
LLDEEEKEELL SGASTQPASI AIHCVAGLGE APILVALALV EYGGMEPLDA ITLVREERRG

AINQTQMOWL AEKYEGRSAAG GGSS5GGCTVM

Figura 7. Estrutura primdria da fosfotirosina fosfatase putativa de 7. cruzi, com
o provavel sitio catalitico (sublinhado), a cauda de histidina (negrito), sequéncia
reconhecida pela protease TEV (retangulo) e seu sitio de clivagem (seta).

No perfil cromatografico da PTP putativa de 7. cruzi na
concentracdo de 10 mM de imidazol, pode-se notar um grande pico
referente as proteinas que ndo interagiram com a resina (flow through).
Com 60 mM de imidazol nota-se um segundo pico onde sairam outras
proteinas que interagiram pouco com a resina. Finalmente, com 100 mM
de imidazol a PTP putativa foi eluida, fato que pode ser observado pela
presenca de um terceiro pico no perfil. O perfil cromatografico pode ser
observado na figura 8.

Terminada a purificacdo, uma aliquota das amostras recolhidas
foi submetida a uma eletroforese em gel de poliacrilamida 16% em
condicdes redutoras e desnaturantes (SDS-PAGE). O gel foi corado com
Coomassie brilliant blue R-250 (figura 9).

No gel € possivel verificar que a proteina € expressa
principalmente na fracdo solivel (grande banda entre 15 e 25 kDa na
fracdo referente ao sobrenadante) e pouco expressa na fracdo insoldvel
(precipitado). Nota-se também a eficiéncia do método de purificacdo
utilizado (uma unica banda na fracio 2).
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Figura 8: Perfil cromatografico da PTP putativa de Trypanosoma cruzi. Linha
cheia: absorbancia a 280 nm; linha pontilhada: concentragdo de Tampdo B
(linha base correspondente a 10 mM de imidazol, primeiro, segundo e terceiro
patamar correspondente a 60 mM, 100 mM e 500 mM de imidazol
respectivamente); (FT) flow through proteinas que ndo interagiram com a
resina; (1) pico correspondente as protefnas que interagiram pouco com a
resina; (2) pico correspondente a proteina PTP putativa de T. cruzi.
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Figura 9. SDS-Page com as fracdes da purificacdo da PTP de Trypanosoma
cruzi. (P) precipitado; (M) marcador de peso molecular, (SN) sobrenadante,
(FT) proteinas que nao interagiram com a resina; (1) protefnas eluidas com 60
mM de imidazol; (2) proteina eluida com 100 mM de imidazol.

Obteve-se um rendimento médio de 6,50 mg de proteina por litro
de cultivo apds o processo de purificacdo da PTP putativa de T.cruzi por
cromatografia de afinidade ao metal imobilizado.
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4.1.2 Obtencio da protease TEV

A protease TEV € uma proteina com massa molecular de 33 kDa.
Esta protease reconhece uma sequéncia heptapteptidica estritamente
especifica: EXXYXQ*S/G, onde X pode ser qualquer residuo
(CARRINGTON; DOUGHERTY, 1988).

O perfil cromatografico da proteina (figura 10) mostra que esta
foi eluida com aproximadamente 210 mM de imidazol. O SDS-PAGE
da TEV (figura 11) mostra a obteng¢do de uma proteina pura e de massa
molecular mais baixa do que 36 kDa, de acordo com o valor esperado.
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Figura 10. Perfil cromatografico da purificacido da protease TEV. (FT) proteinas
que ndo interagiram com a resina; (1) pico correspondente as proteinas que
interagiram pouco com a resina; (2) elui¢do da protease TEV.
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Figura 11. SDS-Page correspondente a purificacdo da protease TEV. (M)
marcador de peso molecular; (SN) sobrenadante; (FT) proteinas que ndo
interagiram com a resina; (1) elui¢do da protease TEV com 210 mM de
imidazol.



56

4.1.3 Obtencdo da glutaredoxina 1 de E. coli

A proteina codificada pelo vetor PET101/D-TOPO-GRX1 possui
massa molecular tedrica de 12 kDa.

O perfil cromatografico da purificagdo da proteina (figura 12)
mostra que a mesma elui com 100 mM de imidazol, fato comprovado
pelo SDS Page (figura 13).
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Figura 12. Perfil cromatogrifico da purificacdo da glutaredoxina 1 de E. coli.
(FT) proteinas que nao interagiram com a resina; (2) proteinas que interagiram
pouco com a resina; (3) elui¢do da glutaredoxina com 100 mM de imidazol
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Figura 13. SDS-Page da purifica¢do da glutaredoxina 1 de E. coli. (1) Marcador
de peso molecular; (2) precipitado; (3) sobrenadante; (4) proteinas que ndo
interagiram com a resina; (5) glutaredoxina.
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4.1.4 Obtencdo da fosfotirosina fosfatase (YopH) de Yersinia
enterocolitica

A proteina YopH de Yersinia enterocolitica codificada pelo vetor
p7-7Yop51*A162 é uma proteina truncada que possui uma mutacio
pontual (C235R) e ndo possui os primeiros 162 aminoacidos. Estudos
realizados por Zhang e seu grupo mostram que as propriedades cinéticas
desta proteina truncada s@o semelhantes a forma wild-type desta enzima
e apresenta vantagens como alta expressdo e estabilidade (ZHANG et al.,
1992).

A proteina expressa tem massa molecular tedrica de 33,512 kDa e
ponto isoelétrico de 8,99. A estrutura primdria desta proteina é mostrada
na figura 14.

YopS1*Al62

163 MRERPHTS GHHGAGEARA

181 TAPSTVSPYG PEARAFLSSR LTTLRNTLAP ATNDPRYLQA CGGERLNRFR DIQCRRQTAV
241 RADLNANYIQ VGNTRTIACQ YPLOSQLESH FRMLAENRTP VLAVLASSSE IANQRFGMPD
301 YFRQSGTYGS ITVESEMTQQ VGLGDGIMAD MYTLTIREAG QRTISVEVVH VGNWEDQTAV
361 SSEVTEALAS LVDQTAETKR NMYESKGSSA VADDSKLREV IHCRAGVGRT AQLIGAMCMN
421 DSRNSQLSVE DMVSQMRVOR NGIMVQEDEQ LDVLIKLAEG QGRPLLNS

Figura 14. Estrutura primérié da Y0p51*A162 com o sitio catalitico em
destaque.

O perfil cromatogréfico desta proteina (figura 15) mostra que a
mesma foi eluida com 340 mM de NaCl. O SDS-PAGE realizado logo
apds a purificacdo (figura 16) mostra que as fragdes 22, 23, 24 e 25
correspondentes ao terceiro pico do perfil cromatografico correspondem
a proteina pura.

em=e=1100
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Figura 15. Perfil cromatografico da YopH de Yersinia enterocolitica. Linha
cheia: absorbancia a 280 nM; linha pontilhada: concentracio de Tampdo Y*
(linha base correspondente a 100 mM de NaCl, patamar corresponde a 500 mM
de NaCl); (FT) proteinas que ndo interagiram com a resina; (1) e (2) proteinas
contaminante; (3) YopH.
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Figura 16. SDS-Page da purificacdo da fosfotirosina fosfatase YopH da Yersinia
enterocolitica. (M) marcador de peso molecular, (SN) sobrenadante, (22), (23)
(24 e (25) fragdes correspondentes a eluicdo da YopH.

4.2 Separacdo da fosfotirosina fosfatase putativa da protease TEV e da
cauda de histidina

A PTP putativa de Trypanosoma cruzi ao ser clivada pela
protease TEV apresenta uma massa molecular tedrica de 19,64 kDa.

A primeira metodologia que foi utilizada para tentar separar a
protease TEV da PTP putativa de Trypanosoma cruzi foi a
cromatografia de exclusdo de peso molecular. Este método mostrou-se
ineficiente pois, as proteinas TEV e PTP, apesar de possuirem massas
diferentes, ndo puderam ser separadas adequadamente pela coluna
Superdex 200 16/60.

A segunda metodologia testada para efetuar a separacdo das
proteinas mostrou-se eficiente. A coluna HisTrap foi capaz de reter a
protease TEV e a cauda de histidinas clivada, enquanto que a PTP era
eluida (figura 17).
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Figura 17. SDS-PAGE da separacdo da PTP de Trypanosma cruzi da cauda de
histidinas e da protease TEV. (SN) sobrenadante; (M) marcador de peso
molecular, (1) PTP com cauda de histidinas; (2) produto da digestdo da PTP
com a protease TEV; (3) e (4) PTP clivada separada com coluna HisTrap e
TEV, respectivamente.
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4.3 Modelagem computacional da estrutura da PTP putativa de
Trypanosoma cruzi

A estrutura da PTP de T. cruzi foi modelada com a utilizagdo do
software I-Tasser (WU; SKOLNICK; ZHANG, 2007), que combina os
métodos modelagem por alinhavamento e por homologia de forma a
encontrar a estrutura tridimensional mais provédvel para uma seqiiéncia
de proteinas. Os moldes encontrados pelo software foram as estruturas
1R6H, 1ZC1, 10HE e 1RXD, correspondentes a PRL-3 humana, a Ufd1
de levedura, 2 Cdc14 humana e 2 PTP4A1 humana. A excecdo da Ufdl,
todas as proteinas em questdo sdo fosfatases de especificidade duplas
(DSPs), sendo a maior parte do modelo obtido a partir da PRL-3
humana, que apresenta 46% de identidade seqiiencial em relacdo a PTP
de T. cruzi e, portanto, deve apresentar estrutura tridimensional muito
similar a ela.

A andlise do alinhamento sequencial entre a PTP de T. cruzi e a
PRL-3 humana (Figura 18) mostra que as regides envolvidas em catdlise
estdo altamente conservadas, o que indica uma boa reproducio da regido
do sitio ativo no modelo tridimensional produzido. As trés regides de
importancia para a catdlise em DSPs sdo o P-loop, que contém o motivo
caracteristico CXsR em todas as PTPs (residuos 114-120), o aspdrtico
catalitico Asp75 e o Q-loop, alca que contém um residuo de glutamina
(Q156) responsdvel por orientar uma molécula de 4gua no sitio ativo
para participacdo na reacdo. No caso dos dois primeiros motivos, a
conservacao € estrita inclusive nos residuos ﬂanqueadores

10 20
TcPTP  MEEJUCTLIECKDRRYTERTLFN LDA; H Q RHVR. CGP b5
hPRL-3 ... .MARMNRPAPVAVEYKHMR THNE {YGAT CEV 51

60 T0 80 110
TcPTP DIY (W @IVt ‘FDD_ Fu L“_,ASTQPAS 110
hPRL-3 VK| G IjyviiWIZFDDG A D LS .CEAPGSCY] 100
140

TcPTP ‘ [eVAGLE G IMEP
hPRL-3 \ oV IAG ﬁ EMEY QF

170 180
TcPTP . ASAAGGGSSGGCTH 180
hPRL-3 WFKDPHTHKTRCCYM 173

Figura 18. Alinhamento das sequéncias primarias das proteinas PTP
putativa de Trypansoma cruzi € PRL-3 humana. Em destaque residuos com as

165
154

seguintes caracteristicas: acido (-); alifético; alifitico (pequeno);
amida; B4 aromadtico; B4 basico (+); I hidroxila; ¥ imino; X enxofre.
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As seqiiéncias mais similares a da PTP de T. cruzi possuem
resolvidas estruturas experimentais na conformag¢do apo. Na auséncia do
substrato fosforilado, as algcas envolvidas na catdlise apresentam-se
abertas, fechando-se na presenca do substrato (o que promove a
aproximagdo do aspartato catalitico ao P-loop). A disposi¢do destes
elementos pode ser visto na Figura 19.

Figura 19. Disposi¢do dos elementos cisteina 114 (C114), Arginina 120 (R-
120), acido aspartico 75 (D75) e glutamina 156 (Q156) no modelo estrutural da
PTP de Trypanosoma cruzi.

4.4 Teste de atividade de fosfatase com a enzima PTP putativa de
Trypanosoma cruzi

Dentre os tampdes testados para a atividade de fosfatase da
enzima o melhor resultado foi conseguido com o Tampao Hepes 50
mM, pH 8 a 37 °C. A atividade de fosfatase da PTP putativa no tampao
Hepes 50 mM, pH 8 pode ser acompanhada na figura 20.
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Atividade de fosfatase da PTP putativa de Trypanosoma cruzi
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Figura 20. Grifico da atividade de fosfatase da PTP putativa de Trypanosoma
cruzi no Tampao Hepes 50 mM, pH 8 a 37 °C.

Apesar dos estudos estruturais mostrarem uma grande homologia
com fosfatases de outros organismos, a PTP putativa de Trypanosoma
cruzi apresentou uma baixa atividade de fosfatase 0,15 nmol/min.mg nas
condi¢des testadas.

Um estudo publicado Kozlov e seu grupo com a PRL-3 humana
mostra que a presenca de uma alanina adjacente ao sitio catalitico
(Alalll), ao invés de uma Serina/ Treonina (como ocorre em outras
fosfatases), explica em parte a baixa atividade desta fosfatase. O
grupamento hidroxila presente na serina e treonina conservada nas
demais fosfatases é importante para a quebra do intermedidrio fosfo-
enzima e estabiliza¢do do grupamento tiol da cisteina catalitica. Kozlov
€ seu grupo mostraram que a mutacdo da alanina em questdo para uma
serina aumentou a eficiéncia de defosforilagdo da enzima. Além disso
estes autores também sugerem que a posicdo distante do Asp 72 em
relacdo ao sitio catalitico é outra causa da baixa atividade frente a
substratos sintéticos e citam que a MKP-3 tem a sua atividade
significantemente aumentada quando o substrato sintético € substituido
por uma proteina substrato (KOZLOV et al., 2004). Um estudo publicado
por Cuevas et al. mostrou a caracterizacdo de uma PRL de T.cruzi a qual
também apresentou uma baixa atividade de fosfatase que os autores
atribufram, citando o trabalho realizado por Kozlov et. al., em parte a
presenca da alanina adjacente ao sitio catalitico e a distincia entre Asp
75 (da PRL de T. cruzi) e o sitio catalitico (CUEVAS et al., 2005).
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No alinhamento mostrado na figura 18 pode-se notar que a PTP
putativa de 7. cruzi possui no seu sitio catalitico (aminodcidos 114 a
120) os mesmos aminodcidos também presentes no sitio catalitico da
PRL-3 humana (aminoacidos 104 a 110) e adjacente aos dois sitios
cataliticos ha uma alanina (Alal21 no caso da PTP putativa de T. cruzi e
Alalll na PRL-3 humana). A presenca desta alanina adjacente ao sitio
catalitico, como demonstrado no estudo de Kozlov com a PRL-3
humana, poderia ser um dos motivos da PTP putativa de 7. cruzi
apresentar baixa atividade de fosfatase.

E possivel também que a distancia do Asp 75 em relagdo ao sitio
catalitico também influencie na baixa atividade frente a substratos
sintéticos como o pNPP assim como ocorre na PRL-3 (KOZLOV et al.,
2004) e na PRL de T. cruzi (CUEVAS et al., 2005).

4.5 Teste de atividade de arsenato redutase com a enzima PTP putativa
de Trypanosoma cruzi

Ao ser utilizado o sistema de oxi-reducdo contendo tiorredoxina,
a PTP putativa de Trypanosoma cruzi ndo foi capaz de reduzir o
arsenato a arsenito, entretanto ao se utilizar o sistema de oxi-redugdo
contendo glutationa e glutaredoxina, a PTP putativa apresentou
atividade de arsenato redutase.

A atividade especifica da enzima foi calculada utilizando-se o
coeficiente de extingdo molar do NADPH de 6200 M. cm™.

A atividade de arsenato redutase da enzima pode ser
acompanhada na figura 21, pelo decaimento da absorbancia a 340 nm
devido a oxidacdo do NADPH a NADP. Este grafico mostra a atividade
da enzima frente a tré€s diferentes controles. O primeiro controle é feito
na auséncia tanto da PTP putativa quanto da glutaredoxina, o segundo
controle € a presenca da PTP putativa e auséncia da glutaredoxina e o
terceiro controle € feito na presenca de glutaredoxina e auséncia de PTP
putativa. Pode-se concluir portanto, que a atividade de arsenato redutase
da PTP putativa é dependente da presenga da glutaredoxina.
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Atividade de arsenato redutase da PTP putativa de Trypanosoma cruzi
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Figura 21. Gréfico da atividade de arsenato redutase da PTP putativa de T.cruzi.
A atividade de arsenate redutase foi estimada pela oxidagdo do NADPH a 340
nm. (o) reagdo na auséncia de glutaredoxina e da PTP putativa; (A) reacdo
contendo 37 uM da PTP putativa e na auséncia de glutaredoxina; (O0) reacdo
contendo 6,4 uM de glutaredoxina e na auséncia da PTP putativa; (#) reacdo
contendo 37 uM da PTP putativa e 6,4 uM de glutaredoxina.

A atividade especifica de arsenato redutase obtida para a PTP
putativa de T.cruzi foi de 7 nmol/min.mg, Esta atividade € baixa quando
comparada a atividade de arsenato redutases de organismos como
Synechocystis sp. cepa PCC6803 (3,1 umol/ min/mg) (LI, HAILE;
KENNELLY, 2003), E. coli plasmideo R773 (1,5 pmol/min/mg)
(GLADYSHEVA; ODEN; ROSEN, 1994) e S. cerevisiae (0,4
pmol/min/mg) (MUKHOPADHYAY; SHI; ROSEN, 2000). Entretanto a
atividade obtida neste estudo é proxima aquela encontrada para a
arsenato redutase de Leishmania major (10 nmol/min.mg), protozodrio
pertencente a mesma familia do 7. cruzi, (ZHOU et al., 2004). Além de
possuirem valores de atividade especifica préximos, tanto a arsenato
redutase de Leishmania major quanto de T.cruzi apresentam
dependéncia da presenca da enzima glutaredoxina para reducdo do
arsenato a arsenito.
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4.6 Triagem de inibidores da fosfotirosina fosfatase YopH de Yersinia

enterocolitica

Foram testados 265 compostos como possiveis inibidores da
proteina YopH de Y. enterocolitica. A partir de uma triagem inicial
realizada, foi possivel identificar 35 compostos que apresentaram uma
capacidade inibitoria da atividade enzimadtica superior a 30 % (Tabela
1). Destes 35 compostos, 25 sdo chalconas, 4 sdo sulfonilhidrazonas, 3
sdo oxidiazais, 2 sdo sulfonamidas e 1 € hidrazida.

Tabela 1. Compostos que apresentaram porcentagem de inibicdo da

atividade enzimadtica da YopH superior a 30%.

Inibidor Porcentagem Inibidor Porcentagem
de inibicdo (%) de inibicdo (%)

C3 39,71 R7 34,74
C12 34,24 R9 33,77
C26 30,51 R12 40,92
C29 32,41 R14 33,49
F20 75,76 R15 30,87

K4 42,33 R16 46,38
K6 63,21 R17 61,01
K13 94,76 R23 73,56
K14 93,28 R26 30,11
K15 82,25 R28 67,27
K19 51,22 R53 34,15

L5 35,52 R56 43,08

L6 39,34 R57 34,60
L11 36,68 Ré61 32,82
L46 31,86 Y07 74,07
L48 44,23 705 53,17

P4 63,19 707 51,96
P11 30,13

4.7 Calculos de 1Cs

Ao realizar os ensaios de ICsy com os 35 inibidores verificou-se
que 4 destes apresentavam um valor de ICsy menor que 50 uM (Tabela
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2). Os demais compostos apresentaram ICs, superior a 50 uM e por este
motivo, ndo foram escolhidos para a continuidade dos experimentos.

Tabela 2. Compostos que apresentaram valores de ICs, inferiores a 50
uM

Inibidor IC 50
L46 39,08 uM
P4 19,54 uM
P11 30,07 uM
R28 47,61 uM

Como o artigo de Zhou et al mostra que a incubacio da enzima
com composto a ser testado préviamente a adi¢do do substrato
influencia na inibi¢do deste (ZHOU et al., 2010), fez-se entdo um teste de
ICsy incubando cada um destes 4 compostos com a YopH por 10
minutos a 37 °C. Em seguida foram calculados os valores de ICs para
estes. Os valores obtidos, com excecdo do valor obtido para o composto
LA46, mostram que a incubag¢do da enzima com o inibidor por 10 minutos
a 37 °C realmente influencia nos resultados obtidos para ICs, (Tabela 3).

Tabela 3. Influéncia da incubagdo dos compostos P4, P11, L46 e R28
com a enzima por 10 minutos a 37 °C nos valores de ICs,

Inibidor ICs sem incubacao  ICsycom 10 minutos
com a enzima de incubacio com a
enzima
P4 19,54 uM 15,30 uM
P11 30,07 uM 9uM
L46 39,08 uM 38 uM
R28 47,61 uM 19,30 uM

Fez-se entdo, 3 testes consecutivos em triplicata para calcular a
média e o desvio padrio corretos para a ICsy dos 4 compostos. Ressalta-
se que nestes testes foi feita a incubagdo de cada composto com a YopH
por 10 minutos a 37 °C. Posteriormente, acrescentou-se o substrato p-
NPP para verificar a atividade residual da enzima (Tabela 4).
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Tabela 4. Valores de ICsy com desvio padrdo obtidos para os inibidores
P4, P11, L46 e R28. Experimento com incubacdo inicial de cada
composto com a YopH por 10 minutos.

Inibidor Estrutura quimica IC 50 + desvio
padrao
L46 38,55 £ 0,6 uM
P4 0 15,08 + 1,12 uyM
SAeY
O,N 0
P11 0 9,92 +2,19 uM
ROGAeY
o
R28 0 20,29 + 1,11 uM

Analisando a estrutura quimica dos 4 compostos mais ativos
(Tabela 4), observa-se que as estruturas dos mesmos diferem entre si,
exceto P4 e P11 que possuem o mesmo anel base e diferem apenas pela
posicdo do grupo nitro. Dessa forma, apesar da quantidade de
compostos avaliados neste estudo (265), ndo € possivel estabelecer uma
relacdo estrutura-atividade dos compostos identificados como inibidores
da proteina YopH.

Um artigo publicado por Liang et. al. em 1997 comenta que o
sitio ativo das PTP possui uma considerdvel plasticidade tal que
compostos substituidos e poliaromaticos significantemente grandes
podem ser acomodados para ganhar intera¢des hidrofébicas adicionais,
0 que ndo ocorre para compostos com um dnico anel aromdtico (LIANG
et al., 2003). Esta observacdo pode explicar a acomodacido do composto
R28 (poliaromadtico) no sitio catalitico. Quanto aos demais compostos
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(P4, P11, L46) esta observacdo ndo se aplicaria pois estes possuem
apenas dois anéis aromaticos.

4.8 Cinética enzimatica

Nos testes cinéticos foram utilizadas duas concentracdes pré
determinadas para cada um dos quatro inibidores. Estas concentragdes
correspondem a aproximadamente um ter¢co e metade da concentracio
encontrada no ICsy para cada composto. Os valores de Km aparente
obtidos e de K| para cada composto encontram-se na tabela 5.

Para o composto 146 foram utilizadas as concentragdes de 12 e
24 uM. O gréfico gerado a partir do estudo cinético com este composto
mostra uma inibi¢do do tipo competitiva (Figura 22).

0,35
0,3

0,25
B
H
5
5
= 4+ YopH
:E-. L4624 uM
g WL4612 uM

2 4 6

1/[p-NPP] (1mM)

Figura 22. Estudo cinético da inibi¢cdo da YopH pela chalcona L46. O grafico
duplo-reciproco de Lineweaver- Burk mostra uma inibig¢do do tipo competitiva.

Para o composto P4 foram utilizadas as concentra¢des de 5 e 10
uM. O gréfico gerado a partir do estudo cinético com este composto
mostra uma inibi¢cdo do tipo competitiva (Figura 23).



68

&

g

£

g

g ¢ YopH

= mP4 5uM
& P410 pM

2 70’0/5 2 4 6

1/[p-NPP] (1mM)

Figura 23. Estudo cinético da inibi¢do da YopH pela chalcona P4. O gréfico
duplo-reciproco de Lineweaver- Burk mostra uma inibi¢ao do tipo competitiva.

Para o composto P11 foram utilizadas as concentracdes de 3 e 6
uM. O gréfico gerado a partir do estudo cinético com este composto
mostra uma inibi¢cdo do tipo competitiva (Figura 24).
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@ YopH
EP113puM

UV ( I/pmol min.mg)

Figura 24. Estudo cinético da inibicdo da YopH pela chalcona P11. O grafico
duplo-reciproco de Lineweaver- Burk mostra uma inibic¢ao do tipo competitiva.
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Para o composto R28 foram utilizadas as concentracdes de 10 e
20 uM. O gréfico gerado a partir do estudo cinético com este composto
mostra uma inibi¢do do tipo competitiva (Figura 25).
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Figura 25. Estudo cinético da inibi¢do da YopH pela chalcona R28. O gréfico
duplo-reciproco de Lineweaver- Burk mostra uma inibigo do tipo competitiva.

Analisando os graficos apresentados nas figuras 22, 23, 24 e 25,
fica evidente que as chalconas 146, P4, P11 e R28 apresentam

mecanismo de inibi¢do competitivo, porque:

- a inclinacdo das retas com o inibidor muda em relagdo a reta
sem inibidor, onde o = Km / Vija;

- a intersec¢do em x muda, onde a interceptagdo do eixo x = -1/
Kyapp- O Ky aumenta com o aumento da concentragdo de composto;
desta forma, mais pNPP € necessdrio para a reagdo chegar a uma
determinada velocidade na presenca das chalconas do que em sua
auséncia.

- a intersec¢do em y ndo muda, onde a interceptacdo do eixo y =1
/ Vinax- Assim, a V.« permanece inalterada.
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Tabela 5. Parametros cinéticos experimentais da YopH para o substrato
pNPP e as chalconas L46, P4, P11 e R28. Vmax = velocidade maxima;
Kapp = constante de Michaelis-Menten; K; = constante de dissociagdo
do complexo enzima-inibidor.

Inibidor 1] Vmax Kitapp K; + desvio
(uM) (umol (mM) padrao
pNP/min.mg) (uM)
L46 0 0,006 1,46 11,01 £
12 2,21 1,56
24 441
P4 0 0,016 1,89 3,13+£0,5
5 4,31
10 7,97
P11 0 0,008 1,27 2,41 £1,67
2,19
6 3,33
R28 0 0,006 1,81 14,93 £
10 4,29 0,38
20 4,67

Kvapp € Vimax foram obtidas do grafico duplo-reciproco de
Lineweaver-Burk, enquanto K; foi determinada pelo replot do gréfico de
Lineweaver-Burk: Ky, x [1].

Ainda, é importante ressaltar que os valores obtidos para K; sdo
menores que os valores de Kypp, indicando que a YopH parece ter
maior afinidade pelos inibidores que pelo substrato pNPP.
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5.0 CONSIDERACOES FINAIS

Quanto a PTP putativa de Trypanosoma cruzi

A PTP putativa de Trypanosoma cruzi apresenta 46% de
identidade seqiiencial em relagdo a fosfatase de dupla especificidade
PRL-3 humana. Apesar da semelhanca com as fosfatases de dupla
especificidade, a PTP em ensaios in vitro apresentou uma baixa
capacidade de hidrolisar o substrato p-nitrofenolfosfato (0,15
nmol/min.mg). Tendo em vista a capacidade de certas enzimas como a
LmACR2 de Leishmania major e a ArsC de Staphylococcus aureus de
defosforilar o substratro p-nitrofenolato e de reduzir o arsenato [As(V)]
a arsenito [As(II)], cogitou-se que a PTP putativa poderia ser uma
arsenato redutase. Esta enzima foi entdo testada em um sistema de oxi-
reducdo na presenca de glutaredoxina. Surpreendentemente a PTP
putativa apresentou atividade de arsenato redutase (7 nmol/min.mg).
Este é o primeiro estudo que demonstra tal propriedade de uma enzima
de Trypanosoma cruzi. Espera-se que esta descoberta possa contribuir
para melhor compreensdo do papel desta enzima nas vias metabdlicas
do T. cruzi e assim futuramente auxiliar na busca de farmacos para a
doenca de Chagas.

Quanto a triagem de inibidores da YopH

A triagem realizada com os 265 compostos resultou na
descoberta de quatro inibidores da YopH os quais apresentaram valores
de ICs inferiores a 50 pM. A inibicdo da fosfatase YopH por estes
inibidores é do tipo competitiva, fato que pode ser comprovado pela
constdncia da velocidade mixima (na auséncia e na presenga do
inibidor), e pela variacdo no valor do K, gerando os chamados K,
aparentes.

Os quatro inibidores L46, P4, P11 e R28 apresentaram valores
de K;de 11,01 uM, 3,13 uM, 2,41 uM e 14,93 uM respecitvamente.

Espera-se que com a descoberta destes quatro inibidores, seja
possivel desenhar novas estruturas quimicas baseada na estrutura destes
a fim de obter novos compostos com capacidade inibitdria superiores.
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6.0 PERSPECTIVAS

Quanto a PTP putativa de Trypanosoma cruzi

Para a PTP putativa de Trypanosoma cruzi tem-se como
perspectivas:
- realizar estudos cinéticos tanto para a atividade de fosfatase quanto de
arsenato redutase;
- obter a proteina contendo dtomos marcados para resolver sua estrutura
por ressonancia magnética nuclear (RMN);
- verificar se a atividade de fosfatase e de arsenato redutase &
influenciada pela S-nitrosilagdo da enzima;
- realizar mutagdo sitio-dirigida na cisteina catalitica (C114) e verificar
se a proteina perde a capacidade catalitica.
- realizar mutagdo sitio-dirigida na alanina (A121) adjacente ao sitio
catalitico para uma serina ou treonina a fim de verificar se hd um
aumento na efici€ncia de defosforilagdo da enzima.

Quanto a tirosina fosfatase YopH de Yersinia enterocolitica

Para a tirosina fosfatase YopH de Yersinia enterocolitica tem-se
como perspectivas:
- fazer triagem com novos compostos com o objetivo de conseguir mais
inibidores;
- realizar estudos sobre a influéncia da S-nitrosilaciio sobre a atividade
desta enzima.
- prever a intera¢do dos inibidores no sitio ativo da YopH através de
modelagem molecular.
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APENDICE A - Compostos sintéticos testados na YopH

Tabela 1. Chalconas testadas na triagem de inibidores para a enzima
YopH de Yersinia enterocolitica.

Inibidor Estrutura Inibidor Estrutura
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Tabela 2. Hidrazidas testadas na triagem de inibidores para a enzima
YopH de Yersinia enterocolitica.

Inibidor  Estrutura Inibidor Estrutura
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Tabela 3. Oxadiazdis testados na triagem de inibidores para a enzima
YopH de Yersinia enterocolitica.

Inibidor  Estrutura Inibidor  Estrutura
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Tabela 4. Sulfonilhidrazonas testadas na triagem de inibidores para a
enzima YopH de Yersinia enterocolitica.

Inibidor Estrutura Inibidor Estrutura
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Tabela 5. Sulfonamidas testadas na triagem de inibidores para a enzima
YopH de Yersinia enterocolitica.

Inibidor Estrutura




