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Introducao |

A tuberculose é uma doenca infecciosa causada pelo
bacilo Mycobacterium tuberculosis. Dados recentes da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) indicam que 1/3
da populagdo mundial esta atualmente infectada. No ano
de 2009 a doenga vitimou 1,7 milhdes de pessoas. A
situagao tem-se agravado com surgimento de cepas
resistentes ao tratamento com quimioterapicos de
primeira classe, especialmente pacientes
imunodeprimidos e outras enfermidades associadas. Os
avangos no entendimento do metabolismo e processos
intracelulares essenciais do M. tuberculosis permitiram a
identificacdo de novos alvos moleculares para o
planejamento de quimioterapicos, dentre eles, destaca-se
as proteinas tirosina fosfatases A e B (PtpA e PtpB,
respectivamente). Essas biomoléculas estdo associadas
a modulacdo de atividade de proteinas do hospedelro
atuando como fatores de viruléncia do M. tuberculosis."
Tendo em vista o desenvolvimento de novos inibidores
seletivos para a PtpA e PtpB, trabalhos integrados de
biologia estrutural e quimica medicinal vém sendo
realizados rotineiramente numa colaboragao entre os
pesquisadores da UFSC e IFSC- USP.? Neste trabalho
foram estabelecidas com sucesso as condi¢gdes para
expressao, purificacdo, cristalizacdo, coleta de dados e
determinagdo da estrutura 3D da PipB. O
estabelecimento desses parametros permite a aplicagéao
de estratégias modernas em quimica medicinal para a
descoberta e desenvolvimento de novos a agentes
quimioterapicos.

Resultados e Discussao |

Um sistema de expressao em Escherichia coli BL21(DE3)
foi construido e otimizado para producdo de PtpB. Em
seguida, foi desenvolvido um protocolo de purificagdo
robusto e reprodutivo que incluiu cromatografias de
afinidade (Ni-NTA, Qiagen) e gel filtragcdo (Superdex 200
10/300 GL, GE Health Science). A proteina PtpB pura foi
utilizada para os ensaios de cristalizagéo (Figura 1).

Figura 1. Cristal representativo de PtpB obtido nas condicdo de
cristalizagdo 50 mM KH,PO, pH 5.5, 20% (m/v) PEG 8.000, 10 mM
acetato de sodio, PtpB 5 mg/mL, 4 °C.

Os cristais congelados em nitrégenio liquido na presenga
de agente crioprotetor (20% de glicerol) foram
transportados para o Laboratério Nacional de Luz
Sincrotron (LNLS) para coleta de dados cristalograficos.
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Dados de difragdo de raios-X dos cristais de PtpB foram
coletados na linha MX-2 e processados com o programa
Imosflm. Os conjuntos de dados obtidos apresentaram
estatisticas adequadas e altas resolugdes (2.1 — 1.9 A).
As estruturas foram resolvidas por substituicdo molecular
utilizando como modelo de busca a estrutura PDB ID,
1YWF e o programa PHASER. A construgado dos modelos
3D e refinamento no espacgo real foram realizadas com o
programa COOT. Os dados cristalograficos coletados
permitiram a determinacdo da posigdo espacial dos
residuos de aminodacidos da PtpB (Fig. 2A).
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Figura 2. (A) Estrutura 3D da PtpB de M. tuberculosis. (B) Densidade
eletrénica dos residuos de aminoacido do sitio catalitico.

A anadlise detalhada dos modelos 3D construidos indicou
a presenca de um ion fosfato ligado numa cavidade
central da estrutura. A presenga desse ion, proveniente
das condi¢des de cristalizagdo, permitiu a identificagédo
dos residuos de aminoacido constituintes do sitio
catalitico da PtpB (Fig. 2B). Baseado nessas informagdes
estruturais, novos ensaios de crlstallzagao da PtpB na
presenga de inibidores conhecidos®serdo realizados para
a elucidagdo do modo de ligacdo e planejamento de
novas moléculas bioativas mais potentes e seletivas.

Conclusoes

A integracdo de estratégias modernas de biologia
estrutural e quimica medicinal é extremamente util para a
descoberta e desenvolvimento de novos candidatos a
farmacos. O estabelecimento de condi¢cdes adequadas de
purificagdo e cristalizacdo é fundamental para estudos
estruturais por difragdo de raios-X. Esses dados
permitirdo que novos ensaios de cristalizagdo sejam
realizados na presenga de inibidores conhecidos de PtpB
para a elucidacdo das bases estruturais responsaveis
pelo reconhecimento molecular e afinidade de ligagéao,
bem como para guiar o planejamento de novos agentes
quimioterapicos contra tuberculose.
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