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Introducao

A bactéria Mycobacterium tuberculosis (Mtb)
provoca a tuberculose, uma doenga grave, que tem
se tornado um grande desafio para a saude publica,
devido ao surgimento de cepas multirresistentes.
Anualmente sdo diagnosticados 10 milhdes de
novos casos, e cerca de 2 milhdes de pessoas
morrem em conseqiéncia da doenga no mundo.’

A andlise do genoma do Mtb revelou a presenga
de duas proteinas fosfotirosinas fosfatases de baixo
peso molecular, PtpA e Pth.2 Foi demonstrado que
a PtpA consegue atravessar a membrana celular do
hospedeiro, e desfosforila a proteina citoplasmatica
VPS33B, inibindo a maturacdo de fagossomos, e
conseqlientemente, impede a fusdo destes com
lisossomos, mecanismo pelo qual os macrofagos
promovem sua atividade microbicida.® A inativagéo
da PtpA também atenua o crescimento do Mtb em
macréfagos humanos.® Portanto, a inibicio da PtpA
aparece como um novo alvo para a cura da
tuberculose. Em recentes estudos, identificamos
naftilchalconas como inibidores da PtpA de Mtb.*®

Assim, o objetivo deste trabalho foi a avaliagao
do potencial inibitério de novas chalconas frente a
PtpA de Mtb, a fim de obter resultados que
contribuam para a analise da relagdo estrutura
atividade dos inibidores desta enzima.

Resultados e Discussao

Foram sintetizadas 120 chalconas,’® através da
condensagao entre aldeidos e acetofenonas, em
meio basico, metanol, agitagdo magnética e t.a. por
24h. Todos os compostos foram triados frente a
enzima recombinante PtpA, em placas de ELISA de
96 pogos, utilizando uma unica concentragao (25uM,
diluidos em DMSO e agua MilliQ). Adicionou-se
20mM de tampao imidazol pH 7, 40mM de substrato
pNPP (p-nitrofenil-fosfato), 2uL de PtpA 1,0ug/uL
(em tampéo Tris 25mM pH 8 e DTT 40mM) e agua
MilliQ g.s.p. 198 uL. As absorbancias foram obtidas
a cada 1 min, durante 10 min, em leitor de placas de
ELISA (TECAN), a 410 nm. Para os compostos que
apresentaram inibicdo = a 26%, foram realizados
ensaios para determinagdo da 1Csq. Estudou-se o
mecanismo de inibicdo das 3 chalconas mais
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potentes como inibidores da PtpA (R6, C12 e P11),
seguindo a mesma metodologia usada para os
testes de percentual de inibigcdo e determinagédo da
ICs, porém, variando as concentragbes do
substrato. Os resultados foram calculados pela
média de 3 experimentos feitos em ftriplicata, tendo
como controle positivo a auséncia de chalconas
(Tabela 1). Através de gréaficos duplo-reciproco de
Lineweaver-Burk, verificou-se que os inibidores da
PtpA atuam por mecanismo do tipo competitivo, com
valores de K; entre 15 e 35 uM.

Tabela 1. IC5, (uM) frente a PipA, valores de K e
seletividade dos inibidores da PipA.

ICso PtpA Ki ICso Ptp1B
Chalcona (uM) (M) (uM) IS
R6 15,1 +4.2 15 263,0+3,0 | 17,42
C12 32,1 +£4,0 30 100,0+4,8 | 3,16
P11 44,7 £6,5 35 107,2+2,4 | 2,40

IS = indice de seletividade

Para detectar a possivel inibigdo cruzada dos
compostos com outras tirosina-fosfatases, os
inibidores da PtpA de Mtb foram ensaiados em uma
PTP humana, a PTP1B. A diferenga de agao
inibitéria para as duas enzimas (Tabela 1) sugere
que estas chalconas apresentam diferentes graus
de seletividade para a PtpA de Mtb, sendo R6
considerada seletiva para esta enzima.

Conclusoes

Dentre 120 compostos sintetizados, 3 chalconas
foram identificadas como inibidores competitivos da
PtpA de Mtb, sendo R6 seletiva para esta enzima.
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