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RESUMEN

La tuberculosis causada por la bacteria Mycobacterium tuberculosis es una enfermedad
infecto-contagiosa que afecta principalmente el aparato respiratorio. A nivel mundial la
situacion es alarmante, registrandose por afio 8,7 millones de nuevo casos y mas de 1,4
millones de muertos. A pesar de la existencia de tratamiento contra la tuberculosis se
estima que un tercio de la poblacion mundial se encuentra infectada por la forma latente
de M. tuberculosis y que s6lo un 5-10% de la poblacion manifiesta la enfermedad. La
aparicion de cepas multi-resistentes a las drogas tradicionales, el prolongado
tratamiento de la quimioterapia, junto con los problemas asociados a la personas
inmunocomprometidas (edad avanzada, mala nutricibn y co-infeccion con VIH)
estimulan a la investigacion de nuevos blancos terapéuticos. PtpA y PtpB de M.
tuberculosis,secretadas dentro de las células infectadas, son las dos Unicas fosfatasas
en tirosina,las cuales alterando las vias de sefializacién del huésped participarian
impidiendo la maduracion del fagolisosoma para lograr la sobrevida dentro delas células
infectadas. Ambas fosfatasas son consideradas blancos atractivos para el disefio de
nuevas drogas reportdndose un gran nimero de moléculas inhibidoras. Entre los
inhibidores se encuentra la familia de las chalconas, cuya sintesis usa como modelo la
estructura de los falvonoides e isoflavonoides encontrados en plantas. Las chalconas
(1,3 difenilcetopropeno) constan de dos anillos aromaticos unidos a una cadena que
contiene un doble enlace y un grupo cetona. En la literatura estos compuestos han sido
reportados como inhibidores competitivos de PtpA y PtpB con constantes de inhibicion
del orden de 5-8 uM, inclusive se ha visto que provocan una disminucién de la carga
bacteriana en ensayos con macréfagos infectados con M.th.En el presente trabajo se
evaluo el potencial poder inhibitorio de 25 nuevas chalconas aun no estudiadas, sobre
la actividad fosfatasa de PtpB y PtpA. Para ello se expresaron y purificaron las proteinas
recombinantes y se optimizé el ensayo de actividad fosfatasa en un sistema de
microplaca. En paralelo se realizaron ensayos in silico con las 25 chalconas para
predecir el sitio de unidn de estas moléculas a las fosfatasas y correlacionar los datos
experimentales con los tedricos. Los resultados obtenidos permitieron seleccionar un
grupo de chalconas, que si bien no causan una gran inhibicion de PtpB, podran ser
utilizadas como base para disefiar nuevas moléculas con mejor poder inhibitorio que las

obtenidas actualmente.



INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) causada por la bacteria Mycobacterium
tuberculosis (M.tb) es una enfermedad infecto-contagiosa que afecta
principalmente el aparato respiratorio. A nivel mundial la situacion es
alarmante, registrandose por afio 8,7 millones de nuevo casos y mas de 1,4
millones de muertos [1]. En Uruguay la TB no ha dejado de ser un problema
de salud nacional, registrandose mas de 600 nuevos casos por afio y una

mortalidad del 12 % (www. chlaep. org. uy). El ciclo infectivo de

M.tb.comienza con la inhalacién de particulas de aerosol que contienen una
carga de bacterias suficientes para penetrar en los pulmones (Vida
extracelular, Fig. 1). Alli, en los macréfagos alveolares, células inmunitarias
de la primer linea de defensa del tejido infectado por M.tb., se produce la
fagocitosis y se desencadenan los efectos bactericidas como lo son la
formacion de especies reactivas del oxigeno (ROS) y la produccién de éxido
nitrico a través de la actividad de la enzima éxido nitrico sintasa y otras
especies reactivas del nitrogeno (Vida intracelular, Fig. 1). Los altos niveles
de citoquinas como el interferén gamma (INFy) y el factor de necrosis
tumoral (TNFa) contribuyen a la formaciéon del granuloma, una masa de
células inmunitarias que rodean a los macréfagos infectados por M. th.para
evitar que se siga expandiendo hacia otros tejidos (Latencia, Fig 1). De esta
manera,M. tb puede permanecer latente e inadvertida por afios dentro de
diferentes tipos celulares como ser macréfagos,neumocitos alveolares o

células dendriticas [2-5]. Posteriormente en aquellas personas
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inmunocomprometidas(edad avanzada, malnutricion,co-infeccion  con
VIH)puede reactivarse comenzando un ciclo de replicacién para su
diseminacion. El riesgo de infeccién esta asociado a varios factores como la
carga bacteriana, el estado inmunoldgico de la persona y la susceptibilidad

de cada individuo [6-10].
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Figura 1- Esquema representativo del ciclo de vida de Mycobacterium tuberculosis.
Version adaptada de Russell, 2001 [9]

Para la deteccion de la tuberculosis se realizan dos tipos de ensayos,
uno conocido como test TST (“TuberculinSkin Test”) o PPD
(“PurifiedProteinDerivative”) que consiste en administrar en la piel al paciente

proteinas purificadas de extractos de micobacterias, y observar al cabo de



unas horas la formacién de una erupcibn con una determinada
magnitud,para considerar el test como positivo. La desventaja de este test
son los falsos positivos que se producen como consecuencia de reacciones
cruzadas contra antigenos de otras micobacterias no patdgenas. El otro
ensayo, se basa en la deteccion de dos antigenos micobacterianos
especificos (ESAT-6 y CFP-10) liberados por la bacteria luego de la
activacion de los linfocitos T en respuesta a INF-y. Ambos métodos tienen la
desventaja de no poder diferenciar entre la forma latente y activa de la

enfermedad [11-13].

La vacuna existente contra la tuberculosis es la BCG (Bacille-
Calmette-Guérin) realizada con Mycobacterium bovis atenuada; es de bajo
costo y alta seguridad y protege bien a los nifios pero no tiene buena
respuesta en personas adultas. La disminucion del efecto de la BCG se
puede deber a que la persona se encuentre expuesta a ambientes donde
existen otras micobacterias o0 a la presencia de infeccion con otros
patégenos,lo que interferirian con la vacuna debilitando la respuesta inmune.
A pesar de la existencia de quimioterapia contra la tuberculosis se estima
que un tercio de la poblacion mundial se encuentra infectada por la forma
latente de M. tb. y que un 5-10% de la poblaciéon manifiesta la enfermedad
[14]. La quimioterapia actual combina el uso, durante dos meses, de las
drogas isoniazida (inhibidor de la sintesis del acido micélico), rifampicina
(inhibidor de la transcripcion a través de la interaccién con la ARN

polimerasa),pirazinamida y etambutol (inhibidor de la sintesis de
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arabinogalactano), seguido de cuatro meses de isoniazida y rifampicina [15-
17]. El largo periodo de quimioterapia, que provoca el abandono del
tratamiento, y/o la mala administracion de estas drogas, sonfacotres que han
favorecido la aparicion de cepas resistentes (“Multi-and extensively-
drugresistant-tuberculosis”, MDR-TB y XDR-TB) que hacen ain mas dificil el
control de la tuberculosis. Las cepas de M. tb.,MDR-TB se caracterizan por
resistir a la primera linea de antibioticos (isoniazida y rifampicina), mientras
que las cepas XDR-TB son resistentes también a los antibidticos de segunda

linea, como la amikacina,kanamicina y capreomicina[13,18-21].

Con el objetivo de evadir el sistema inmune del huésped, varios
patégenos bacterianos han desarrollado estrategias como la secrecion de
moléculas efectoras para modificar vias de sefializacion del huésped,
logrando la sobrevida y el mantenimiento dentro de ese entorno [22]. La
fosforilacion de proteinas desempefia un papel importante en la deteccién de
sefiales extracelulares producidas por la presencia de patdgenos y permite
desencadenar sefiales intracelulares con el objetivo de la eliminacion de los
mismos [23]. Por este motivo, varias quinasas y fosfatasas de patdgenos
bacterianos han sido descritas como factores de virulencia [24,25] capaces
de modular dichas sefiales producidas por el huésped, y asi lograr sobrevivir
dentro del mismo. Un ejemplo de ello es YopH, una fosfatasa en tirosina de
Yersiniapseudotuberculosis para la que existenevidencias de su rol en
interferir con la fagocitosisdefosforilando dos protéinas implicadas en la via
de adhesioén celular [26-29]. De la misma forma, se ha visto que la fosfatasa

4



SptP de Salmonella typhimuriumhasjuega un papel importante en el
reordenamiento del citoesqueleto logrando la internalizacién de la bacteria
en células no fagociticas como las epiteliales [30]. Mycobacterium
tuberculosis presenta 11 quinasas en serina/treonina de tipo eucariota, dos
de ellas son solubles (PknG y PknK) y el resto son proteinas
transmembrana[31,32]. Ademés presenta una fosfatasa en serina/treonina
(Pstp), una fosfatasa capaz dedesfosforilarfosfoinositol (SapM) y dos
fosfatasas en tirosina (PtpA y PtpB). Por otro lado, recientemente el grupo de
Av-Gay ha reportado la existencia en M. tb. de la Unica quinasa en tirosina
(PtkA) perteneciente a una nueva familia de quinasas,la cual segun los

autores, en ensayos in vitro, tendria como sustrato a PtpA[33].

PtpA y PtpB no son esenciales para la vida de la bacteria pero son
consideradas factores de virulencia, necesarios para la adaptacion y el
crecimiento de M. th.en modelos de infeccién en células e in vivo [34,35].
Koul y colaboradores han demostraron por “western blot” la presencia de
ambas fosfatasa tanto fuera como dentro de la bacteria en las cepas de M.
tb Hsz7Rv (cepa virulenta) y HzzRa (cepa menos virulenta) [36]. Ademas,
demostraron por “Southernblot” la presencia del gen PtpA en dichas cepas
Hs7Rv y Hz7Ra de M. tuberculosis y en diferentes especies de micobacterias
(M. bovis,M. smegmatis,) [36]. Sin embargo, el gen de PtpB no se detect6 en
M. smegmatis (micobacteria no patdgena) y si en las otras especies
patégenas analizadas. Ante esta evidencia, los autores sugieren un posible
rol especifico de PtpB en las especies patdgenas. Por otro lado, el grupo de
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Av-Gay, a través de ensayos de transcripcion con un gen reportero, ha
observado la expresion de PtpA en especies patdgenas de lento crecimiento
como M. bovis en condiciones de infecciébn en monocitos humanos, pero no
observaron una expresion de PtpA en M. smegmatis[37]. En ambos trabajos
se sugiere que PtpA y PtpB son secretadas por la bacteria, aunque adn no
es claro el mecanismo sin la presencia caracteristica de una sefal de

secrecion en el extremo N-terminal de dichas proteinas.

Ensayos de infeccién con M.tb“*knockout” para el gen de PtpB realizados en
un modelo animal (cobayo) mostraron una reduccién de 70 veces la carga
bacteriana inicial luego de seis semanas de infeccion comparado con
animales infectados con la bacteria portando el gen salvaje de PtpB. En un
modelo celular de macréfagos no estimulados no se observaron diferencias
en la sobrevida de M.tb*knockout” para el gen de PtpB respecto a la cepa
salvaje. Sin embargo, ensayos en los que se infectaron macrofagos
previamente activados con INFy, se observd que la sobrevida de M.
th*knockout” para el gen de PtpB se reduce 7 veces respecto a la cepa
salvaje [38]. Es més,en un modelo celular de infecciéon con M. tb.,Zhou y
colaboradores han observado un aumento en la fosforilacion de las quinasas
p38 y ERK1/2 de macréfagos activados con INFy[39]. Los autores sugieren
un rol de PtpB en las vias de sefalizacion mediadas por INFy, causando la
disminucion de la produccién de IL-6, citoquina estimulada por INFy y
necesaria para activar la respuesta inmune innata frente a la infeccién por
M.tb. [39,40]. Sumado a esto, la expresion de PtpB en macréfagos se ha
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correlacionado con la sobrevida de los mismos a través del aumento en los
niveles de la quinasa Akt, enzima que promueve la sobrevida del huésped, y
la disminucién de la actividad caspasa-3, proteina involucrada en la

apoptosis (Figura 2).

En estudios en la linea celular THP-1 diferenciada a macréfagos
infectada con la cepa de M.tb. “knockout” para el gen de PtpA, se ha
observado una disminucién de 2 logaritmos en las unidades formadoras de
colonias (ufc) en 48 horas y 3 logaritmos luego de 72 horas post infeccion,
respecto al experimento realizado con la cepa salvaje [34]. Estudios mas
recientes del mismo grupo dirigido por Av-Gay sugieren que PtpA tiene un
rol central en la inhibicién de la fusién del fagosoma con el lisosoma, lo cual
evitaria el proceso normal de destruccion de la bacteria en el
fagolisosoma[34,41]. Segun los autores, la defosforilacion de la quinasa
VPS33B ("human vacularproteinsorting 33B") y la capacidad de reclutar a la
V-ATPasa del macréfago por parte de PtpA desencadenarian la inhibicién de
la fusion del fagosoma con el lisosoma y por ende la acidificacion del mismo

(Figura 2).
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Figura 2- Esquema representativo de las vias de sefializacion que se verian
alteradas por PtpA y PtpB. PtpB: defosforilacion de las quinasas ERK-1/2 y p38 y
aumento en los niveles de la quinasa Akt, alterando la produccion de IL-6 necesaria
para desencadenar la respuesta inmune innata y disminucion de la actividad
caspasa-3 para promover la sobrevida de la célula huésped [39]. Otra via que
puedeestar modificada esta relacionada al metabolismo lipidico,PtpB es capaz
desfosforilarfosfoinositol, por lo cual podria estar alterando el proceso de
maduracién normal del fagosoma, inhibiendo la fusion del mismo con el lisosoma.
PtpA: actuariadefosforilando VPS33B y reclutando la V-ATPasa para evitar la
fusion del fagosoma con el lisosoma. Version adaptada de Av-gay 2012 [42].

PtpA y PtpB pertenecen a la familia de las fosfatasas en tirosina (PTP
“ProteinTyrosinePhosphatases”) la cual se divide en tres grupos de acuerdo
a la masa molecular y a la especificidad por sustrato que presentan:

i) PTP de alto peso molecular, alrededor de 30 kDa
i) PTP de doble especificidad (DSP), presentan actividad tanto con

sustratos fosforilados en tirosina como en serina y/o treonina

iii) PTP de bajo peso molecular (LMW), alrededor de 18 kDa



Todos estos grupos de fosfatasas presentan una baja identidad de
secuencia, excepto en el motivo del sitio activo CXsR S/T (P-loop) donde se
une el fosfato para ser removido. En las PTP-DSP el motivo CXsR (S/T) se
localiza en la regién central de una secuencia que abarca aproximadamente
250 aminoacidos. En las PTP-LMW el motivo CXsR (S/T) se localiza cercano
al extremo N-terminal de una secuencia de unos 140 aminoé&cidos[43-47].
Todos los miembros de la familia de las fosfatasas en tirosina (PTP) utilizan
el mismo mecanismo catalitico basico. EI mecanismo de defosforilacion se
da en dos etapas:(i) ataque nucleofilico de la cisteina en forma de tiolato,
presente en el motivo CXsR (S/T) al fosfato unido a la tirosina, formando un
intermediario cisteinil-fosfato seguido de la protonacién del grupo saliente
tirosil por un aspartato conservado del sitio catalitico que actiia como acido
(Figura 3-A),(ii) hidrolisis del intermediario cisteinil-fosfato asistido por una
glutamina o arginina que estabilizan las cargas negativa del fosfato (grupo
saliente), una molécula de agua que interacciona con el aspartato catalitico
el cual ahora actia como base, permitiendoregenerar el sitio activo (Figura

3-B) [44,48].



Figura 3- Mecanismo catalitico general de las fosfatasas en tirosina (PTPs),
extraido de Denu, 1996 [44].

Inicialmente en base a su secuencia y estructura PtpBhabia sido
clasificada como una fosfatasa de doble especificidad (DSP) ya que
presentaba el motivo caracteristico del sitio activo de una fosfatasa y era
capaz de desfosforilarinvitrosustratos fosforilados en Ser/Thr al igual que en
Tyr[49,50]. Sin embargo, un nuevo estudio estructural, bioinformatico y de
actividad invitro realizado por el grupo de L. Tabernero posicionaron a PtpB
dentro de una nueva familia a la cual denominaron

“Atypicallipidphosphatase” (ALP) Figura 4 [51].
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Figura 4 — Caracteristicas estructurales de la ALP. La estructura de PtpB de M.tb
(PDB ID 20Z5) a la izquierda muestra dos inserciones caracteristicas de PtpB de
M.tuberculosis,laa7-a8 en verde y la a3A en magenta, junto con la hélice C3 (a3)
conservada en las ALP(naranja). A la derecha se muestra la fosfatasa humana
PTP1B (PDB ID 1AAX) dbénde se observa que la region C3 adopta una
conformacion en hélice alfa. EI motivo conservado del sitio activo (CXsR)
denominado P-loopse detalla en rojo.Extraido de Tabernero et al.[51].

Seguln esta nueva clasificacion PtpB no presenta homoélogo en humanos, lo
cual junto con las evidencias de su rol como factor de virulencia, la hacen
aln mas interesante como blanco para la busqueda de nuevas drogas. Esta
fosfatasa, se caracteriza por tener la secuencia consenso en el sitio activo
(HCXXGKDR[TA]G) que comparte caracteristicas con las fosfatasas DSP
(HCXsRS/T) y con las fosfatasas lipidicas (AGK y DRT) capaces
desfosforilarfosfoinositol (PTEN y MTM). Ademas presenta dos inserciones
caracteristicas: a-hélices (a7 y a8) y la a3A (figura 4).In vitro PtpBes
capazdedesfosforilardistintosfosfoinositoles:

PI(3)P;PI(3,5)P2;PI(3,4)P2;PI(4,5)P2;PI(3,4,5)P3, presentando mayor

actividad contra el PI(3,5)P2. Estas nuevas evidencias sugieren un nuevo rol
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de PtpB alterando las vias de sefializacion del hospedero, en este caso
relacionadas al metabolismo lipidico, deteniendo el proceso de maduracion
del fagosoma(Figura 2) [51].PtpA pertenece a la familia de las fosfatasas de
bajo peso molecular (PTP-LMW) presentando sélo 33-38% de homologia de
secuencia con las LMW PTP humanas (HCPTPA, BPTP, LTP1) pero una
alta similitud estructural [52,53]. En los andlisis estructurales se observaron
diferencias entre PtpA y sus homdlogos humanos a nivel del tipo de
aminoacido que rodea la entrada al sitio activo, encontrdndose en PtpA una
superficie de entrada menos cargada que en sus homoélogos humanos, esta

evidencia se piensa podrian llegar a definir la especificidad por diferentes

sustratos, FigurdS\. /{ Comentario [U4]: compaginacién

. -
(P hLMW-PTPA

\

Figurab- Comparacionde la distribucion de cargas superficiales entrePtpA de
M.tb(PDB ID 1U2Q) y la fosfatasa humana hLMW-PTPA (PDB ID 5PNT) a nivel de
la entrada al sitio activo.A pesar de ser muy similares estructuralmente, se
diferencian zonas con una distribucion de cargas distintas entre ambas proteinas
(Aly A2). Extraido de Taberneroet al.[53].
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Debido a la importancia de PtpA y PtpB como factores de virulencia
de M. tuberculosis se ha constatado un aumento en el nimero de nuevos
inhibidores contra estas fosfatasas. Es asi que la revision bibliografica que
realicé al inicio de la tesina me permitié agrupar los inhibidores reportados
hasta el momento en las tablas 1 y 2, identificar los grupos que trabajan en
esta area, analizar si reportaban pardmetros como ICso, Ki, tipo de inhibicién,
y si habian o no estudios en modelos celulares o animales con cada uno de
ellos.Diferentes estrategias han sido utilizadas para buscar inhibidores de
estas fosfatasas, desde la evaluaciondeproductos naturales al disefio
racional. Cémo la estrategia “FragmentBasedDrugDiscovery (FBDD) " que
consiste en mejorar una molécula que previamente mostro afinidad por el
blanco,agregandonuevos  sustituyenteshasta  alcanzar una  mayor
inhibicion.Se registra un mayor nimero de inhibidores reportados para PtpB,
seguramente debido a que no presenta homélogo humano,lo que la hace
mas atractiva como blanco para nuevas drogas anti tuberculosis. De todos
los trabajos publicados, 16 inhibidores fueron descritos para PtpB y 8 para
PtpA, y dentro de ellos se encuentran las chalconas como inhibidores
competitivos de ambas fosfatasas con una constante de inhibicién del orden
de 5-8 uM [54-56]. Ensayos en macrofagos infectados con M.tb en presencia
de inhibidores de la familia de las chalconas, inhibidoras de PtpA, produjeron
una disminucion en el ndmero de bacterias dentro de los macrofagos

infectados.
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Tabla 1- Inhibidores reportados para PtpB

Lk Ki Ensayos
Inhibidor Estructura 1Cs0(UM) (M) in vivo Ref
Chalcone 12 8 [54]
Isoxazole 0.22 [57]
Isothiazolidinone
(1zD) ,

Difluoromethylphos 13/07 (58]
phonic acid (DFMP)

(oxalylamino-

methylene)-

thiophenesulfonami 0.44 (59]
de (OMTS)

Macroline 7.04 [60]
Thiazolidinones

Spiro-Fused to 0.2 [61]
indolin-2-ones

Benzofuran Salicyli e S E

enzoruran salicylic N=N nsayo con

acids O o 126 1.08 macréfagos | 5%
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2-0x0-1,2- O
dihydrobenzo[cd]ind O _o 1.3 11 fnr;ifg?;g'; [62]
ole-6-sulfonamide 078 9
cl f o
Alkyne+azidetrident S a °/\Q"ﬂ O\@“‘ 016 0.162 [63]
ate : !
. X
Polyketides 0 115 [64]
HooC ‘
o
0. H
Y
NH
@qu
NH
Brunsvicamides O oA 7.3 [65]
o © ] ﬂo
NH. NH(NH OH
o
R
Indolizines 7.5 [66]
Isoxazole-salicylate ° 7 15 rEnrz]ii%?a;?)g [67]
~
OH
[§)
. i
O~
Sulfonyl-hydrazones o =
of cyclic imides o VAR 2 25 [68]
X
o
HO_ v/
Va
o
Indoloquinolizidine 0.36 [69]

fq
G

*El nombre de los inhibidores se reporta en inglés
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Tabla 2-Inhibidores reportadosparaPtpA

Ki

Inhibidor* Estructura ICso(M) (M) Ref
o o
7
Chalcone O Oe 8.4 [56]
o
\O o ‘
=
Chalcone 15 [70]
\O 0/\©
(H2C)12
o
N0 o
i NH
Stevastelin Q\o NH 8 [71]
Y
o \O
HO
o
HO\/Fg/ F
DFPM(Difluorome Ho F
thylphosphonic NH CFy 0.44 [72]
acid) \ Qi
o
Br
CFyq
COOH
- =
— —
CEMA . e} 110 225 [73]
&R
N
o. N
Lactama N 0.2 [74]
o

*El nombre de los inhibidores se reporta en inglés

Las chalconas derivan de plantasy son consideradas precursores de
los flavonoides eisoflavonoides.Los diferentes tipos o familias se diferencian
estructuralmente en el patrén de sustitucién de los anillos A y B. En este

sentido, se clasifican en chalconas,flavanonas, flavonas, etc. Las chalconas
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(1,3-difenil-cetopropeno) pueden ser sintetizadas quimicamente en el
laboratorio mediante reacciones de condensacion entre un aldehido y una
cetona catalizada por una base o acido y constan de dos anillos aromaticos
(A y B) unidos a una cadena que contiene un doble enlace y un grupo
cetona,Figura 6. Las mismas pueden ser modificadas quimicamente

mediante estrategias relativamente simples [75,76].

06

o

Figura 6- Estructura de la chalcona (1,3 difenil-
cetopropeno), presenta dos anillos (A y B) unidos
a una cadena con un doble enlace y un grupo
cetona.

Teniendo en cuenta las evidencias existentes de las chalconas como
inhibidores tanto de PtpA como de PtpB y la disponibilidad en Uruguay de
otras variantes de chalconas aln no evaluadas como posibles inhibidores se
planted extender el estudio de esta familia de moléculas mediante ensayos
de actividad fosfatasa y de acoplamiento molecular (“docking”) para la

busqueda de nuevos candidatos.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el poder inhibitorio de 25 chalconas sobre la actividad de PtpB y PtpA de

M.tb. mediante estudios in vitro e in silico

Objetivos especificos

btener las fosfatasas PtpA y PtpB de M. tuberculosis activas y puras

valuar el efecto de las chalconas en la actividad fosfatasa de PtpB y PtpA

ealizar estudios de acoplamiento molecular entre PtpB y cada una de las

chalconas buscando correlacionarlos con los resultados de actividad
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MATERIALES Y METODOS

1. Obtencién de las proteinas recombinantes PtpA v PtpB de M.
tuberculosis

1.1Transformacion quimica

Se transformé con el vector pET28a conteniendo el gen de PtpAo
PtpBcélulas  deEscherichiacoliqguimiocompetentes  disponibles en el
laboratorio y preparadas segun Mandel,[77]. El procedimiento consistié en
descongelar en hielo una alicuota de 100 pl de células competentes durante
10 minutos, pasado ese tiempo se agregaron 3 pl del stock de vector
correspondiente, se incubd 20 minutos en hielo, 90 segundos en bafio de
agua a 42°C y 2 minutos nuevamente en hielo. Luego se agregaron 500 pl
de medio de cultivo LB (Lysogenybroth) y se incubé 1 hora a 37°C bajo
agitacion a 200 rpm. El vector pET28a (Figura 7) porta un gen de resistencia
a la kanamicina, por lo cual se sembraron 200 pl de la mezcla de
transformacioén en placas de LB Agar conteniendo 50 ug de kanamicina por
ml de LB. Las placas se incubaron en una estufa a 37°C por 16 horas para

posterior evaluacion del crecimiento de colonias transformantes.

Para la expansion del vector conteniendo el gen de interés se
transformo la cepa E. coli XL-1blue y para los ensayos de expresion del gen

de interés se transformé la cepa E. coliBL21(DE3).
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1.2 Expansion y purificacion del vector conteniendo el gen de interés

Para la expansion del vector conteniendo el gen de PtpA o PtpB se
inoculd unacolonia de E. coli XL1-blue transformante en 3 ml de medio LB-
kanamicina para la obtencion de un precultivo. Dicho procedimiento se
repitid para varias colonias aisladas de la placa, éstos se incubaron a 37°C
bajo agitacion a 200 rpm por 16 horas, se centrifugaron 2 minutos a 12.000
rpm y se descartaron los sobrenadantes. El “pellet” se resuspendioé en 200 pl
de Solucién | (Tris-HCI 25 mM pH 8. 0, EDTA 10 mM) y se agregaron 2 ul de
ARNasa a 10 mg/ml para degradar el ARN. Posteriormente se agregaron
200 pl de Solucion Il (NaOH 200 mM, SDS 1%) y se mezclo por inversion
suavemente, incubando 5 minutos a temperatura ambiente. Pasado este
tiempo se agregaron 150 pl de Solucién Il (Acetato de Potasio frio 3 M,
pH=4.8) observandose la aparicion de turbidez blanca al precipitar las
proteinas y el ADN cromosomico. Se mezcld por inversion y posteriormente
se centrifugd a 12000 rpm por 20 minutos recuperandose en el
sobrenadante el ADN plasmidico. A dichos sobrenadantes se les agregaron
0. 7 volumenes de isopropanol para concentrar el ADN plasmidico por
precipitacién. Se volvieron a centrifugar a 12000 rpm esta vez a 4°C por 25
minutos descartdndose los sobrenadantes y se lavaron los “pellets” con 750
pl de Etanol 70 % frio. Se centrifugaron a 12.000 rpm 5 minutos a
temperatura ambiente, descartdndose todo los sobrenadantes restantes y se
secaron los “pellets” bajo lampara para finalmente resuspenderlos en 35 ul
de agua miliQ. La pureza del stock de plasmidos se analizé6 en gel de

agarosa al 1% y las alicuotas se almacenaron a -20°C, la secuencia del gen
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de interés fue verificada por secuenciacion (Servicio de secuenciacion del

Institut Pasteur de Montevideo).
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Figura 7. Vector de clonacion pET-28%(+).(A) Esquema del vector muestrando los
diferentes elementos presentes, entre ellos el gen que confiere resistencia a la
kanamicina (www. staff. ncl. ac. uk/p. dean/pET. pdf, NOVAGEN). (B) Secuencia del
vector indicando en rojo el sitio donde fue clonadoel gen de la PtpA y PtpB de M.
tuberculosispor miembros de nuestro grupo, utilizando las enzimas de restriccion
Ndel y Hindlll. Se puede observar que de esta forma al gen de la fosfatasa se le
adiciona una secuencia que codifica para unHis-tag en la regién N-terminal.
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1.3 Preparacion del stock de células transformadas de E. coliBL21(DE3).

Se inocularon varias colonias de las placas conteniendo los
transformantes de E. coliBL21(DE3) en 50 ml de medio LB-kanamicina y se
incub6 a 37°C por 16 horas. Dicho cultivo se centrifugd, se descart6 el
sobrenadante y las células se resuspendieron en glicerol estéril hasta
alcanzar una concentracién final de glicerol del 50 %. El stock de células
transformantes se almacené a -80°C y fue utilizado para inocular los
precultivos a ser utilizados en la expresion de las proteinas PtpA y PtpB

recombinantes.

1.4 Expresion de PtpA'y PtpB en E. coli BL21 (DE3)

Se realizé un precultivo inoculando 3 ml de LB-Kanamicina con el
stock glicerol de la cepa E. coliBL21(DE3) transformada, descrita en el punto
anterior. El precultivo se dejo a 37°C durante 16 horas bajo agitacion a 200
rpm y luego se utiliz6 para inocular medio LB-kanamicina a una relacion de
1.5 ml de precultivo por cada 1500 ml de medio fresco. El cultivo se mantuvo
a 37°C y 200 rpm a hasta llegar a una DOgoonm €entre 0.6-0.8, la cual
corresponde al final de la fase exponencial de crecimiento bacteriano[78].
Alcanzada la DOgponm 6ptima, se dejo alcanzar los 20°C y luego se indujo la
expresiéon del gen PtpA y PtpB con 0.5 mM de IPTG (isopropil-B-D-1-
tiogalactopiranésido) durante 16 horas a dicha temperatura. El IPTG es un
inductor analogo no-hidrolizable de la alolactosa que promueve la induccién

de la expresion del gen de interés (PtpA/PtpB) al unirse al operador
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lacpresente en el vector utilizado (Figura 7). Finalizada la induccion,el cultivo
se centrifugd a 4°C a 5.000 rpm por 10 minutos, se descartd el sobrenadante
y se determinaron los gramos de células himedas obtenidas por litro de
cultivo. Se prosiguié con la lisis celular resuspendiendo el “pellet” de células
en un buffer lisis (20 mM Tris-HCI pH=8, 0.5 M NaCl, 1 mM DTT y 10%
Glicerol), manteniendo una relacion de 0.05 g de células humedas/ml de
buffer lisis. La suspension celular fue suplementada con 1mM de PMSF,
1mM de benzamidina (inhibidor de proteasas), 0.1 mg/ml de lisozima para
debilitar la pared celular, y se mantuvo en frio por 30 minutos para
finalmente completar la lisis celular por sonicacion (Branson digital sonifer).
La sonicacion se realizd a 4°C aplicando 10 ciclos de 1 minuto cada uno a
25% de amplitud, con intervalos de 1 minuto de descanso entre cada ciclo
durante el cual se mezcla la suspension. Luego se agregé ADNasa una
concentracion final de 0.01 mg/ml durante 30 minutos, y se procedi6 a
centrifugar a 10000 rpm durante 1 hora a 4°C. Se recuperoé el sobrenadante
al cudl se le verifico el pH, ajustdndose a pH=8 si este no se habia
mantenido y posteriormente se filtr6 con jeringa utlizando un filtro de
0.22um. Dicho sobrenadante de lisis se almacen6 a 4°C hasta el momento
que se procedio con la purificacién por cromatografia de afinidad (realizada

en el mismo dia de la lisis).
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1.5 Purificacion de PtpA y PtpB por cromatografia de afinidad (IMAC)

Las proteinas recombinantes PtpA y PtpB expresadas como se
describié anteriormente presentan en el N-terminal una cola de seis
histidinas (His-tag), lo que permite su purificacion por cromatografia de

afinidad por metales (IMAC)Figura 8.

Fast flow
sapharose

Y Y
A B

Figura 8- Esquema representativo del principio fisicoquimico de la cromatografia
por afinidad con metales (IMAC). A) Matriz de sefarosaconteniendo que unen iones
cobre. B) Proteina de interés con histidinas en el extremo N-terminal (His-tag) que
se une reversiblemente a los complejos metalicos la matriz

1. 5. 1. Preparacion de la matriz

Se coloco 1 ml de la matriz comercial “fastflowsepharose” (Sigma) en
una columna PD-10 vacia a la cual se le cargé el metal mezclando la matriz
con 600pl de 0.2 M CuSO,. Posteriormente para eliminar el exceso de metal
se lavo la matriz con suficientemente agua y con 0.02 M acetato de sodio a
pH=4 conteniendo 1M de NaCl, hasta que el pH a la salida de la columna
alcanzara un valor de pH=4. Finalmente se equilibr6 con 2 volimenes de
columna (VC) de buffer de lisis (20 mM Tris-HCI pH=8, 0.5 M NaCl, 1 mM

DTT y 10% Gilicerol).
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1. 5. 2. Inmovilizacion y elucién de las proteinas inmovilizadas

El sobrenadante de lisis preparado como se describié anteriormente
se mezcl6 con la matriz cargada de cobre en un falcén de 50ml (relacion 1ml
de matriz + 40 ml de sobrenadante) y se incubd durante 40 minutos a
temperatura ambiente bajo leve rotacion. Transcurrido el tiempo se recuperé
la matriz en una columna PD-10 vacia y se procedi6 a los lavados pasando
por la columna 5 ml de cada solucion de lavado. Se realizaron 3 lavados de
5ml con buffer lisis sin imidazol (Lo), 3 lavados de 5ml de buffer lisis
suplementado con 10 mM de imidazol (L;), 3 lavados de 5ml de buffer lisis
suplementado con 20 mM de imidazol (L,). A continuacidn se prosiguié con
la elucion de proteina inmovilizada por afinidad mediante competencia con
imidazol a una concentracion final de 300 mM, se realizaron 6 eluciones de
3ml cada una. Este protocolo habia sido previamente definido en el

laboratorio[78].

1.6 Eliminacion del imidazol por didlisis gradual y concentracion de la
proteina obtenida

El “pool” de las eluciones obtenidas por cromatografia de afinidad fue
dializado a 4°C con el objetivo de disminuir casi en su totalidad la
concentracion de imidazol. La eliminacion se realizé gradualmente ya que en
el laboratorio se habia observado que la eliminacion brusca da lugar a la
precipitacion de la proteina de interés. El “pool” de eluciones se colocé en
una membrana de dialisis de un korrde 6.5 kDa

(“DialysisTubingCelluloseMembrane”-Sigma Aldrich) previamente hidratada
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con agua MiliQ. La primera didlisis se hizo contra un buffer dialisis (20 mM
de Tris-HCI pH= 8.0, 0.5 M de NaCl, 10 % de Glicerol, 3 mM de DTT y 5 mM
de EDTA) suplementado con 150 mM de imidazol durante 2 horas a 4°C y
bajo agitacion magnética. Transcurrido el tiempo se diluyé al medio dicho
buffer para llegar a una concentracion final de orden de 75 mM de imidazol,
dejandose dializar durante 16 horas a 4°C bajo agitacion. Se repitid el
procedimiento de dilucién al medio para llegar a un concentracion final de
imidazol de 35 mM, se dejo durante 2 horas a 4°C y finalmente la Ultima
dialisis se realizd contra el buffer que denominamos buffer de gel filtracion
(20 mM de Tris-HCI pH= 8.0, 50mM de NacCl, 10 % de Glicerol, 3 mM de
DTT y 5 mM de EDTA), a ser utilizado en la cromatografia de exclusién
molecular. El “pool” dializado, se centrifug6é a 10.000 rpm a 4°C por 5
minutos de manera de eliminar posibles precipitados formados durante la
dialisis y el sobrenadante se concentré por centrifugacion a 5.000g utilizando
un concentrador de Kot 10 kDa (Amicon Ultral5-Millipore) hasta un volumen
al cual no se observé precipitado. Para evaluar el grado de pureza de las
muestras obtenidas las mismas se evaluaron en una electroforesis SDS-
PAGE. Mientras, el concentrado fue guardado a 4°C hasta su posterior

purificacién por cromatografia de exclusion molecular.
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1.7 Purificacion de PtpA y PtpB por cromatografia de exclusion molecular

La cromatografia por exclusion molecular se llevé a cabo en un AKTA
(GH healthcare) y se utilizdé una columna preparativa Superdex 200-16/60, la
cual se lavé con 180 ml de agua MiliQ correspondiente a un volumen y
medio de columna (VC) para eliminar el etanol 20% y posteriormente se
equilibré con 2 VC de buffer de gel filtraciéon. El volumen de inyeccién de
muestra fue de 5 ml y el flujo de la cromatografia de 0.8 ml/min. Esta misma
columna fue previamente calibrada por integrantes de nuestro grupo y
determinado el volumen de elucion de PtpA (95.7 ml) y de PtpB (85 ml)[79].
Las fracciones correspondientes a los picos de elucién de PtpA y PtpB
fueron recolectadas concentradas a 4°C tal como se describid
anteriormente, y la concentracion proteica determinada por el método de
Bradford. Alicuotas a 2 mg/ml fueron almacenadas a -20°C en el buffer de
gel filtracion suplementado con glicerol a una concentracion final de 50%. El

grado de pureza fue evaluado por electroforesis (SDS-PAGE).

1.8 Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para analizar las fracciones obtenidas de la cromatografia por afinidad se
prepararon geles de acrilamida/bisacrilamida al 15% de 1 mm de espesor
siguiendo las instrucciones del manual de la cuba de electroforesis utilizada
(Tetra Cell-Bio-rad). La electroforesis se realizé utilizando el sistema de
buffer SDS-PAGE propuesto por Laemmli[80], la corrida se realiz6 a 200 V
durante 45 min en un buffer Tris-HCI 25 mM pH= 8.3,192 mM glicina y 0,1%
SDS.
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2. Determinacién de la actividad especificade PtpA vy PtpB

2.1 Determinacién de la concentracién proteica

La concentracion de proteina fue determinada por el método de Bradford,
que se basa en la deteccion de la interaccion del Azul de Coomasie con
ciertos aminoéacidos presentes en las proteina (Arg,Lys,His), lo que provoca
un corrimiento en el espectro de absorcién del compuesto de un color rojo/
amarronado al color azul facilmente detectado a 595nm. Previamente, se
realiz6 una curva de calibracién utilizando como proteina estandar la
seroalbumina bovina (BSA) a 1mg/ml. Se prepararon concentraciones de
dicho estandar de 1000, 800, 600, 400, 200, 100, 50 pg/ul, en una placa de
96 pocillos por triplicado. A 10 ul de cada concentracién de BSA estandar se
le agregaron 200yl del reactivo de Bradford (50 ml de Etanol-95 %, 100 mg
de CoomassieBrilliant Blue G-250, 100 ml de Acido Fosférico-85 % (w/v) y
agua miliQc.s.p un volumen final de 200 ml). Posteriormente a la mezcla de
reaccion se le midié la absorbancia a 595nm en un lector de placas. En la
misma placa se agregaron 10 pl por triplicado de la muestra a analizar o
diluciones de la misma y se procedio igual que con la BSA estandar. Con los
valores de absorbancia de las concentraciones del estdndar de BSA se
realiz6 una curva de calibracion la cual se ajusté a una ecuaciéon cuadratica
de la forma y=ax®*+bx+c siendo y= pg BSA/ul y x= AbSsgsnm tal como
recomiendanOlson,B.J. & Markwell[81]. A partir de dicha ecuacion se

determind la concentracion proteica de las muestras problema afectando, si
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corresponde, por el factor de dilucién utilizado. Utilizando la masa molecular
que tiene en cuenta el His-tag introducido de PtpA (19. 886 kDa) y PtpB (32.

180 kDa), se determind la concentracion UM de los stocks de cada proteina.

2.2 Ensayos de la actividad fosfatasa de PtpA y PtpB

La actividad fosfatasa se evalu6 utilizando un sustrato artificial, para-
nitro fenilfosfato (p-NPP) que presenta un grupo fosfato en posicion para con
respecto al nitro. La reaccion de hidrdlisis del grupo fosfato ocasionado por
la actividad fosfatasa se puede seguir en el tiempo detectando el aumento
de la absorbancia a 405nm debido a la liberacién del producto de la reaccion
de color amarillo, el para-nitro fenol (p-NP), tal como se muestra en el

siguiente esquema:

, o_, PpBPA O 0
% hS e HO I'L 0
+ 3 H —F=
N J ° 4 R+
Vi 0 o
0 p-NP

-NPP
P (absorbe a 405 nm)

Para el célculo de la actividad especifica los ensayos se realizaron en una
cubeta de espectrofotobmetro de 1 cm de camino éptico. Se expresoé la

actividad fosfatasa en pmoles de p-NP formado/min. mg de
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enzima,utilizando para el calculo de los pmoles de p-NP el coeficiente de

extincién molar del p-NP 12. 5X10° M*cm™.

3. Evaluacién del efecto de las chalconas en la actividad fosfatasa de
PtpB

3.1 Chalconas a ser evaluadas

Los compuestos fueron proporcionados por Gabriel Sagrera y
Gustavo Seoane, Facultad de Quimica-Uruguay (Tabla 3). Una cantidad de
1mg de cada chalcona disponible se disolvio en DMSO (solvente organico
en el que se disuelven este tipo compuesto poco soluble en agua) hasta una
concentracion final de 7.5 mM (Stock de chalcona) y se almacenaron a 4°C.
Previamente a su utilizacién se retiran de la heladera y se dejan llegar a
temperatura ambiente y solubilizar en la mesada. En cada ensayo se realizo
una dilucién de trabajo de chalcona en DMSO de 0.75 mM, correspondiendo
a un décimo de la concentracion stock de chalcona (7.5 mM). Esta solucion

de trabajo fue utilizada en los ensayos de actividad fosfatasa.
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Tabla 3 Estructura de las 25 chalconas(1,3 Difenil-cetopropeno)a ser

evaluadas
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3.2 Seleccion de la concentracion final de chalcona ser utilizada en los
ensayos de actividad fosfatasa

Para realizar una evaluacion primaria del efecto de las chalconas en la
actividad de PtpB se seleccion6 como concentracion final 25 puM de chalcona

en el buffer de actividad fosfatasa. La seleccion se realizé en base a:

(i) resultados previos de solubilidad en el buffer de actividad de chalconas
similares.

(ii) observacion de aparicion de precipitado en el buffer de actividad
fosfatasa al disolver las chalconas a concentraciones mayores de 25 uM

(iii) la ausencia de correlaciéon entre el aumento de la concentracion de
algunas de las chalconas en el buffer de actividad y el espectro de
absorcioén caracteristico de cada chalcona. Estos compuestos presentan
un espectro de absorcion caracteristica entre 260-560nm, Esta
propiedad permitié evaluar algunas chalconas a 75 y 50 uM en el buffer
de actividad y en el DMSO dentro de ese rango de longitud de onda, en

el lector de placa UV-visible Varioskan flash (ThermoScientific)[82].

3.3 Actividad de PtpB en presencia de cada chalcona

Para evaluar el posible poder inhibitorio de las chalconas sobre la
PtpB se optimizaron las condiciones del ensayo cinético adaptandolo a una
placa de 96 pocillos. Se debié optimizar el material volumétrico, los

volumenes de reaccion, los tiempos de pre incubacion y de actividad, asi
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como el nimero de chalconas a ser analizadas en cada microplaca de 96

pocillos. El procedimiento consistié en agregar:

VI.

5 ul de la dilucién de trabajo de PtpB (52 nM fue la concentracion final de

fosfatasa en el ensayo)

. 265 pl de buffer de actividad (20mM Tris-HCI pH=8.0, glicerol 5%, 3mM

EDTA, 1mM DTT, 0.05 M NacCl, 0.005% de tween20%)

10 pl de chalcona 0.75 mM disuelta en DMSO (25uM fue la concentracion
final de chalcona en el ensayo). En el caso del control,es decir en
ausencia de chalcona, se agregaron 10 pl de DMSO (3.33 %

concentracion final) y se denominé Control-DMSO.

. Se incub6 durante 15 minutos a 37°C

. Se adicionaron 20 pl del sustrato p-NPP con pipeta multicanal (20 mM de

sustrato fue la concentracion final en el ensayo), se trabajé en
condiciones de saturacién 10Ky, teniendo en cuenta el valor de ky (2mM)
determinado por nuestro grupo en condiciones similares de reaccion[78].
Se registraron las absorbancias a 405nm en funcion del tiempo en los
pocillos seleccionados en el lector de placa UV-visible Varioskan flash
(ThermoScientific).

Una vez obtenidos los datos, se graficaron las absorbancias a 405nm

en funcion del tiempo y se determinaron la pendientes AAbs/At para cada

ensayo en presencia de la chalcona, los que fueron comparados con el

ensayo control-DMSO (en ausencia de chalcona pero en presencia de

3.33% final de DMSO). La actividad fosfatasa de PtpB remanente se calcul6
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como el cociente entre la actividad fosfatasa en presencia de chalcona y la
actividad del control-DMSO, expresado en %. En cada ensayo, cada
chalcona se evalué en triplicado con su respectivo control-DMSO se
reportaron con su respectiva desviacion estandar que reflejan la variacion

intra-experimento.

Con el objetivo de evaluar la variabilidad inter-experimento, para
algunas chalconas seleccionadas se repiti6 completamente el ensayo
utilizando una nueva dilucién de enzima asi como una nueva dilucién de
chalconapreparada a partir del stock 7.5mM. Los resultados fueron
expresados con sus respectivas desviaciones estandares que dara la idea
de la variacion inter-experimento y facilitara la toma de decisiones
posteriores de acuerdo al efecto o no de cada chalcona en la actividad de la
fosfatasa. Como control positivo se utilizé el ortovanadato de sodio que es
un inhibidor competitivo general de fosfatasas. La concentracion final en el
ensayo fue de 200 pM ya que el ICsy calculado para PtpB fue del orden de

600 pUM.

4, Ensayos de acoplamiento molecular entre PtpB v cada una de las
chalconas.

Los ensayos de acoplamiento molecular (en inglés “docking”)
permiten obtener una aproximacion tedrica del sitio de unién de las

chalconas a la PtpB. Se obtiene como resultado posibles sitios de union para
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cada chalcona con su respectivas energias de unién en kcal/mol.
Comparando la energia de unién de los complejos se puede obtener el sitio
de unidén mas probable. El andlisis visual de estos complejos formados
permite identificar ademas los posibles contactos entre los compuestos y los
aminoacidos de la proteina. Para el estudio se utilizé la estructura
cristalografica de PtpB (PDB ID 20Z5) reportada en la base de datos
“Protein Data Bank” correspondiente a la estructura de la fosfatasa ligada a

un inhibidor competitivo (OMTS).

Las estructuras 3D de las chalconas fueron modeladas a partir de
previa representacién en 2D con el programa ChemSketch. Se utiliz6 un
protocolo de optimizacién de geometria de las moléculas con el programa
HyperChem profesional en donde primero se les realiz6 una minimizacién de
energia utilizando mecénica molecular con el campo de fuerza MM+ y
finalmente se las minimiz6 nuevamente pero esta vez por el método semi-
empirico cuéantico PM3 para obtener la conformacion de menor energia, es

decir, las mas estable para cada molécula.

El calculo del acoplamiento molecular se realizé en 2 etapas: (i)
primero se definié la region de la proteina sobre la cual se pretende ligar a
las moléculas (chalconas) la cual se denomina grilla de interaccion y se
mapea sobre esta region el potencial de interaccion de cada tipo de atomo
del ligando con la proteina. El calculo de la grilla se realiz6 con el programa
AutoGrid y se limitd sobre la region que contiene al sitio activo (donde estaba

el inhibidor OMTS en la PDB ID 20Z5). Se utilizé una grilla de 126 puntos
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sobre cada uno de los ejes X, Y, Z, con un espaciado de 0.429 A. Como
centro de la caja de la grilla se tom6 el centro de masa del inhibidor en la
estructura 20Z5 (x=42.2; y=75.52; z=4.56A); (ii) finaimente se realiza el
célculo de “docking” propiamente dicho en el programa Autodock.4 utilizando
un algoritmo genético Lamarckiano y se realizaron 100 corridas de “docking”

para cada chalcona.

En cada corrida se realizan cambios conformacionales al azar del
ligando (rotacién, traslacion y conformacion) y cada uno de estos nuevos
movimientos inducen un cambio energético en el sistema que se evalla
durante la corrida de “docking” hasta que alcanza la convergencia del
sistema (un mismo resultado que no varia entre iteraciones) 0 un namero
maximo de evaluaciones energéticas, este proceso se repite 100 veces. A
los 100 resultados se los agrupa en clisteres con un criterio de 1A de RMS y
luego se analiza el complejo que resultdé de menor energia en el clister mas
poblado. Con los resultados obtenidos se ordenaron las chalconas en base a
su energia de interaccion con la PtpB. Por otro lado, con el objetivo de
analizar con cuéles aminoécidos interacciona la chalcona se obtuvieron las
representaciones en tres dimensiones de los complejosPtpB-chalconas
generados en el programa Autodock.4. A partir de dichos archivos PDB
posteriormente se obtuvieron las representaciones en 2D utilizando el
programa MOE (Molecular OperatingEnvironment). Estas actividades fueron
realizadas en el marco de una pasantia en el laboratorio de Modelado

Molecular, UNL, Argentina, bajo la direccién del Dr. Fernando Herrera.
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RESULTADOS

1. Obtencién de las proteinas recombinantes PtpA y PtpB de M.
tuberculosis

Las proteinas recombinantes PtpA y PtpB fueron purificadas por
cromatografia de afinidad y posterior cromatografia de exclusién molecular.
En la figura 9 se muestra el resultado de la electroforesis desnaturalizante
(SDS-PAGE) de las fracciones recolectadas en la cromatografia por afinidad
(IMAC-Cu™). En el sobrenadante de lisis (SN) se observa el perfil de las
proteinas presentes antes de pasar por la columna de cromatografia por
afinidad, y se diferencia del percolado (FT) el cual representa la fraccion de
las proteinas que no fueron retenidas por dicha columna. En el FT respecto
al SN se observa una banda muy tenue alrededor del peso molecular de
PtpA (19kDa) lo que sugiere que la mayor parte de la fosfatasa
recombinante fue retenida en la columna de afinidad. En los lavados con
buffer, Lo (sin imidazol), L1 (10 mMimidazol), L2 (20 mMimidazol) se observa
la eliminacién de varias proteinas de mayor masa molecular sin pérdida
sustancial de la PtpA. Como era de esperar en las eluciones con 300 mM de
imidazol (E1-E5) se observa principalmente una banda a la altura
correspondiente al peso molecular de PtpA (19kDa). Todas estas eluciones
fueron agrupadas, dializadas y concentradas para ser posteriormente

purificadas por exclusion molecular.
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Figura 9- Electroforesis SDS-PAGE (15%) de las diferentes fracciones obtenidas

18

durante la purificacion de PtpA por cromatografia de afinidad (IMAC-Cu+2). SN:
sobrenadante de lisis celular, FT: percolado, Lo: lavado con buffer lisis (20 mM Tris-
HCI pH8, 0.5 M NaCl, 1 mM DTT y 10% Glicerol), L1: lavado con buffer lisis
conteniendo 10mM de imidazol, L2: lavado con buffer lisis conteniendo 20mM de
imidazol, E1-E5 eluciones de PtpA con 300mM de imidazol. En cada carril se
sembraron 12 pl (10ul de cada muestra sin diluir mas 2ul de buffer carga 6X). La
presencia de una burbuja entre el vidrio y el gel durante la polimerizacion afecto la
calidad de la electroforesis, sin embargo no afecto la interpretacién de los
resultados cuando estos fueron comparados con geles obtenidos previamente en el
laboratorio para la purificacién de PtpA.

El protocolo para la purificacion de PtpB no estaba optimizado en el
laboratorio asi que al inicio se procedi6 de la misma manera que para la
purificacién por afinidad de PtpA. En la figura 10 se muestra el gel SDS-
PAGE de las fracciones obtenidas en la purificacién por cromatografia de
afinidad. En este caso, si bien la banda correspondiente al peso molecular

de PtpB (30kDa) se observa en las fracciones eluidas con 300 mM de
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imidazol (E1-E6), ésta se detecté con mayor intensidad en los lavados con
baja concentracion de imidazol (L1 y L2). Teniendo en cuenta este resultado
se agruparon dichos lavados ademas de las fracciones eluidas (E1-E6) para

ser dializados, concentrados y purificados por exclusion molecular.

Eluciones 300mM imidazol
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Figura 10- Electroforesis SDS-PAGE (15%) de las diferentes fracciones obtenidas

durante la purificacién de PtpB por cromatografia de afinidad (IMAC-Cu+2). SN:
sobrenadante de lisis celular, FT: percolado, Lo: lavado con buffer lisis (20 mM Tris-
HCI pH8, 0.5 M NaCl, 1 mM DTT y 10% Glicerol), L1: lavado con buffer lisis
conteniendo 10mM de imidazol, L2: lavado con buffer lisis conteniendo 20mM de
imidazol, E1-E6 eluciones de PtpB con 300mM de imidazol. En cada carril se
sembraron 12 pl (10pl de cada muestra sin diluir mas 2pl de buffer carga 6X).

Para obtener PtpA y PtpB con un mayor grado de pureza, se procedié a una
cromatografia de exclusion molecular con el objetivo de analizar la
posibilidad de eliminar aquellas proteinas de mayor masa molecular

observadas en la electroforesis desnaturalizante y evaluar la presencia de
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agregados de proteina. En la figura 11 se muestra el grafico con el perfil de
elucion de las proteinas (Abs 280nm en funcién del volumen elucién)
obtenido en la cromatografia de exclusion molecular durante la purificacion
de PtpA. En el mismo se observa un pico principal (Pico 1) a un volumen de
elucion de 95.7 ml, el cual corresponde al esperado para el monémero de
PtpA, teniendo en cuenta los resultados previos de nuestro grupo en los
cuales se calibr6 la columna utilizada con estandares de masa
molecular[78].Se observan también otros picos de menor volumen de elucion
(Ve), seguramente correspondientes a proteinas y/o agregados de mayor
peso molecular. Por dltimo se observa un dltimo pico de mayor Ve que
representa los restos de imidazol remanente en la muestra inyectada no
eliminados totalmente durante la dialisis. En el inserto de la figura 11 se
muestra el SDS-PAGE de la muestra proveniente del pico 1, previamente
concentrada, dénde se observa una banda principal de aproximadamente 19
kDa correspondiente a PtpA, identidad confirmada por espectrometria de
masa (muestra analizada por la Unidad de Bioquimica Analitica vy

Protedmica).
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Figura 11- Perfil de elucién de la cromatografia por exclusion molecular realizado
durante la purificaciéon de PtpA. El pico 1 contiene a PtpA (Ve=95.7ml). La columna
utilizada fue la Superdex 200-16/60, se inyectaron 5 ml de muestra y la
cromatografia se realizé bajo un flujo de 0.8 ml/min. Inserto: SDS-PAGE de la
muestra obtenida en el pico 1 previamente concentrada antes de ser sembrada en
el gel de electroforesis.

La elucién de PtpB durante la cromatografia de exclusion molecular fue a los
85 ml (pico 2) como era de esperar para la forma monomérica (figura 12). En
el inserto de la figura se observa el SDS-PAGE de la muestra proveniente
del pico 2 previamente concentrada, donde se observa una banda que

corresponde a la masa aproximada de PtpB (30 kDa).

Tanto para PtpA como a PtpB se logré obtener la fosfatasa con un alto grado

de pureza y en forma monomérica.
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Figura 12- Perfil de elucion de la cromatografia por exclusion molecular realizado
durante la purificacion de PtpB. El cromatograma corresponde a la inyeccién del
pool de las eluciones (E1-E6) previamente concentrado. El pico 2 contiene a PtpB
(Ve=85ml). La columna utilizada fue la Superdex 200-16/60, se inyectaron 5 ml de
muestra y la cromatografia se realiz6 bajo un flujo de 0,8 ml/min.Inserto: SDS-
PAGE de la muestra obtenida en el pico 2 previamente concentrada antes de ser
sembrada en el gel de electroforesis.

2. Determinacion de la actividad especifica de las fosfatasas
purificadas

Para determinar la actividad especifica de las dos fosfatasas
purificadas y concentradas se procedid a cuantificar los miligramos de
proteina obtenidos por el método de Bradford y se realizaron ensayos de
actividad utilizando el p-NPP como sustrato artificial. La figura 13 muestra la
curva de calibracion obtenida por el método de Bradford y la ecuacion
utilizada para el célculo de la concentracion proteica[81]. La concentracion

para las fosfatasas purificadas fue de 2.2 mg/ml para PtpA y 2.0 mg/ml para
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PtpB. Esto nos permitié calcular el rendimiento de la purificacion en mg de
proteina recombinante por litro de cultivo, el cual fue de 5mg/L para PtpA 'y
de 6 mg/L para PtpB. Ambas fosfatasas presentaron actividad fosfatasa
utilizando como sustrato el p-NPP, siendo la actividad especifica para PtpB
4.75 pmoles de p-NP/min. mg de proteina. El valor de actividad especifica
de PtpB fue el habitualmente obtenido en el laboratorio y el mismo se
mantuvo estable en todas las alicuotas del stock utilizadas. Sin embargo
para PtpA, la actividad inicial del stock a -20°C (del orden de 3 pmoles de p-
NP/min. mg de proteina) disminuy6 a 0.1 pmoles de p-NP/min. mg al cabo
de tres meses. Debido a esto, si bien se purificaron ambas fosfatasas, se
centr6 el estudio en PtpB, procediéndose al andlisis del efecto de las
chalconas en la actividad fosfatasa.
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Figura 13- Curva de calibracion realizada con los estandares de seroalbumina
bovina (BSA) utilizada para la determinacion de concentracién proteica por el
método de Bradford. Protocolo y gréafico realizado segun se sugiere en el capitulo
“AssaysforDetermination of ProteinConcentration” del CurrentProtocols in
ProteinScience[81]. Cada concentracion de estandar se analiz6 en triplicado, al
igual que la muestra problema.
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3. Estabilidad de las chalconas en el ensayo de actividad fosfatasa

Antes de proceder a la evaluacion del efecto de las chalconas en la
actividad fosfatasa se analizé la solubilidad de las mismas en el buffer de
actividad. Las chalconas son solubles en solventes como el DMSO y poco
solubles en soluciones acuosas como el buffer de actividad fosfatasa. Esto
se puso en evidencia, no solo por la observacion directa de precipitado al
diluir la chalconas en el buffer de actividad a concentraciones finales de 75
UM o mayores, sino también mediante la evaluacién de los espectros
caracteristicos de las chalconasentre 260-560nm. Cuando la chalcona esta
disuelta en DMSO para la mayoria de ellas se pudo visualizar el espectro
caracteristico y este no vario al transcurrir los 15 minutos de incubacion a 37
° C. Sin embargo, cuando la chalcona se encuentra en el buffer, en la
mayoria no se detecta dicho espectro caracteristico indicando que cambian
las propiedades de absorcion y/o que precipita la chalcona. Esta
aproximacion fue (til para poner en evidencia problemas de solubilidad para
aquellas chalconas donde la formacion de precipitado en el buffer de
actividad era dificil de detectar a simple vista. Por ejemplo para las
chalconas 15, 19 y 25 se observo el espectro caracteristico de la chalcona
cuando ésta se encuentra a concentraciones de 50 pM en el buffer, pero
éste se altera (disminuyen los picos) al aumentar la concentracién a 75
pM,efecto inverso al observado cuando la chalcona se encuentra disuelta en
DMSO (Figura 14). Teniendo en cuenta estos resultados y la concentraciéon

usada para otraschalconas o recomendadas en la literatura en la bisqueda
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de nuevos inhibidorestesiss[56,70,83],se decidi6 evaluar las 25 chalconas a

una concentracion final en el ensayo de actividad fosfatasa de 25 pM.
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Figura 14- Espectros de absorcion de las chalconas 15, 19 y 25 a 75uM y 50uM disuelta en
el buffer de actividad y disueltas en DMSO.

4. Efecto de las chalconas en la actividad fosfatasa de PtpB y PtpA

La evaluacion del efecto de las chalconas en la actividad fosfatasa

PtpB fue realizada en un sistema de micro placa de 96 pocillos utilizando un
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ensayo que previamente debi poner a punto. En cada ensayo de la actividad
fosfatasa en presencia de chalcona realizado por triplicado se determiné la
pendiente (AAbs/At) con sus respectivos desvios estandares. Con dichas
pendientes se determind los porcentajes de actividad remanente, el cual
representa el cociente entre la pendiente en presencia de chalcona y la
pendiente del control en ausencia de chalcona (control DMSO) tal como se
describe en materiales y métodos. La figura 15 se muestra el grafico de
barras representando el porcentaje de actividad fosfatasa remanente de
PtpB previamente incubada con cada chalcona (15 min a 37°C). El control-
DMSO representa el 100% la actividad de PtpB (Figura 15, columna roja) y
corresponde a la actividad fosfatasa en presencia de una concentracion final
de DMSO de 3.33 %, concentracién de DMSO que aporta el agregado de
cada chalcona al ensayo de actividad fosfatasa. Previamente verificamos
gue a dicha concentracion de DMSO la actividad de PtpB no se veia
afectada durante las condiciones de ensayo utilizadas. El ortovanadato de
sodio, inhibidor competitivo de las PTP, se utiliz6 como control positivo a una
concentracion final en el ensayo de 200uM,concentracion a la cual se
obtiene una actividad remanente de PtpB de 77% (Figura 15, columna
verde). No se pudo evaluar a 25uM, como las chalconas, porque que a esa
concentracion el ortovanadato de sodio no es capaz de inhibir a la PtpB
(ICsopara PtpB del orden de 600 pM).

Al evaluar el efecto de las chalconas, se puede observar en la figura
15 que si bien hay compuestos que dan lugar a una actividad remanente

menor que el control-DMSO, ninguna produjo una actividad remanente
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menor al 75%, inclusive algunos compuestos presentaron un porcentaje que
tiende a valores iguales o mayores del 100%. Como dicho gréfico representa
los resultados de un Unico experimento con desviaciones que varian entre 1-
12 %, se decidié analizar si las tendencias observadas se mantenian al
realizar un total de tres experimentos independientes. En estos nuevos
experimentos se utilizé una dilucion fresca de la enzima a partir del stock (-
20°C) de PtpB (2mg/ml) asi como de chalcona, tal como se describe en
materiales y métodos. Para este estudio se seleccionaron las chaconas: 3, 5,
1 representando el grupo que presentd una actividad remanente mayor del
100 %, y las chalconas 9, 17, 12 y 21 representando a las chalconas que

presentaron valores de actividad remanente entre un 80-100%.
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Figura 15-Efecto de las chalconas en la actividad de PtpB. En el eje y se
representa el porcentajes de actividad fosfatasa remanente para PtpB en presencia
de cada chalcona. La actividad del control-DMSO corresponde al 100 % (columna
roja). El control positivo de inhibicion (columna verde) se realizé con el inhibidor
competitivo de fosfatasas,ortovanadato de sodio a una concentracién final de 200
UM. Las 25 chalconas fueron evaluadas a una concentracion final de 25 uM. Las
barras de error representan el desvio estandar de los triplicados realizados en dicho
experimento.
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Figura 16 -Porcentaje de actividad remanente de PtpB para las chalconas
seleccionadas y evaluadas en experimentos independientes. Las barras de error
representan los desvios estandares de los experimentos independiente los cuales
variaron entre 1-5 %.
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Los resultados obtenidos con estas nueve chalconas seleccionadas
(Figura 16) reflejan las tendencias observadas en el primer ensayo realizado
con las 25 chalconas (Figura 15). Esto permitié clasificar las chalconas en
dos grupos, aquellas que causaron un aumento en la actividad fosfatasa de
PtpB (valores mayores a 100%, chalcona 13, 5, 14, 1, 2, 24, 3, 4, 25, 23,8,
6), y el grupo que produjo una disminucién de la actividad de hasta un 18%(

chalcona (9, 22, 17, 19, 10, 16, 20, 15, 21, 7, 8).

Para PtpA se realiz6 una evaluacion preliminar del efecto de las 25
chalconas en la actividad fosfatasa (en algunos casos en duplicado y en
otros una Unica medida de actividad, grafico enAnexo). Este ensayo se
realizé con la enzima fresca, antes de la inactivacion observada del stock de
PtpA quese describio anteriormente. Si bien estos resultados deben ser
repetidos con una preparacion nueva de PtpA, pudimos observar que las
chalconas que inhiben a PtpA no se corresponderian con aquellas que
inhiben a PtpB, siendo el mayor grado de inhibicién de un 15%-13%,causado

por la chalcona 7 y 6 respectivamente.

5. Ensayos de acoplamiento molecular entre PtpB y cada una de las

chalconas

En paralelo a los ensayos de actividad, se realizaron ensayos de
acoplamiento molecular (en inglés “docking”) que permitieron obtener una
aproximacion teérica del sitio de unidon de las chalconas a la PtpB. Se
obtuvieron como resultado posibles sitios de union para cada chalcona con

sus respectivas energias de union en kcal/mol (Tabla 4 en
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Anexo).Posteriormente se realiz6 un grafico relacionando los datos
experimentales (actividad de PtpB remanente en %) con las energias de
unién calculadas in silico (figura 17) y se lograron definir tres grupos. El
grupo A de chalconas, que dieron lugar a una actividad fosfatasa menor del
100 % y presentaron las mejores energias de union, entre - 105y - 85
kcal/mol. En dicho grupo se encuentran las chalconas 21, 20, 12, 16, 19, 18,
17, 15, 10. Por otro lado, un grupo B (1, 2, 5, 3, 14) que agrupa a las
chalconas que dan lugar a una actividad fosfatasa mayor al 100 % y que
presentan un rango de energia mayor (entre - 8.5 y - 6.5 kcal/mol) con
respecto al grupo A. Las chalconas 23, 7, 8, 25, (grupo C) presentan una
actividad de 100 o muy cercana a este valor, con similar energia de unién al
grupo B. Las chalconas 11, 13, 22, 9, 24, 4 no se puedieron definir en ningln
grupo, sin embargo la 22 y 9 son interesantes por tener el mayor efecto
inhibitorio en la actividad de PtpB.

Por lo tanto de este primer andlisis podemos decir que las chalconas
del grupo A junto con la 22 y 9 son las mas interesantes para estudios
posteriores de verificacion de su efecto en la actividad y

posteriormejoramiento de sus estructuras.
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Actividad fosfatasa remanente (%)
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Figura 17- Busqueda de correlacion entre los resultados de actividad fosfatasa e in
silico. Correlacion entre la actividad fosfatasa remanente de PtpB (%) y las energias
de union (kcal/mol) obtenidas por el programa autodock4. Grupo A: chalconas que
presentaron energia de unién entre -10.5 y -6.5 Kcal/mol y una actividad remanente
de PtpB menor o igual a 100 %; Grupo B: chalconas que presentaron una energia
de unién entre -8.5 y -6.5 kcal/mol y una actividad remanente de PtpB mayor a
100%; Grupo C: chalconas que presentaron una energia de unién igual que el
grupo B pero con actividades de 100% o cercanas. Los clisteres se realizaron con
StatistisXL, método de cluster: Nearestneighbour .

A partir de las imagenes 3D de cada complejo estructural PtpB-
chalcona se generaron las imagenes 2D para las 25 chalconas (Anexo). Con
esta informacion (2D y 3D) se pudo visualizar como se posicionaba la
molécula en el sitio activo y con cuales aminoacidos interaccionaba.
Teniendo en cuenta la estructura general de las chalconas (anillo Ay B) y el
analisis de las estructuras de los complejos se puede decir que para la
mayoria de las chalconas el anillo A se estabiliz6 mediante enlace de
hidrégeno y en cambio el anillo B se estabilizO mediante otro tipo de
interacciones de Van der Waals y/o efectos hidrofébicos, dependiendo de los
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sustituyentes.Podemos destacar también que la mayoria de los miembros
del grupo A presentan en el anillo A y/o B de la chalcona al menos un anillo

aromatico como sustituyente.

Por otro lado, el programa MOE (figura 18) permiti6 determinar que
aminoacido de PtpB estaria interaccionando mediante enlaces de hidrégeno,
a través de la cadena lateral del aminoacido odel grupo imino del aminoacido
con grupos de la chalcona. A simple vista en la Figura 18, se puede observar
que 20 chalconas de un total de 25 se encuentran estabilizadas mediante al
menos dos enlaces de hidrégeno con aminoacidos de la PtpB. Un grupo de
14 chalconas forma enlaces de hidrégeno con la cadena lateral de la Arg
166 y con el grupo imino dela Alal62, presentes en el sitio activo P-loop. Las
chalconas 9 y 22 ademas de interaccionar con la Alal62 forman enlace de
hidrégeno con el Asp165 catalitico al igual que la chalcona 6, pero ésta no
forma enlace de hidrégeno con la Alal62, y si con Arg 166. Por otro lado la
chalcona 12 es la Unica que se encuentra formando tres enlaces de
hidrégeno, con la His94, Tyrl25 y Glul29 y. se caracteriza por tener un
grupo nitro en posicion meta en el anillo B. Es interesante observar que la
chalcona 13, similar a la 12 pero con el grupo nitro en posicién para en el
anillo B y la cual no forma éstos enlaces de hidrogeno se posiciond en un
estado de energia mayor, menos favorable, lo que podria explicar por qué no
inhibié a PtpB como lo hizo la chalcona 12.

La chalcona 8 involucra enlaces de hidrogeno con la His 94 y Arg 59.

Solo dos chalconas, la 17 y 24 se encuentran estabilizadas por un nico
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enlace de hidrégeno, con la Argl66 de la PtpB.La 4, 13 y la 20 son las
Unicas que no se encuentran estabilizadas por enlaces de hidrégeno. La 20
pertenece al grupo A y es de las mas voluminosas al contar con el mayor
numero de anillos aromaticos como sustituyentes, los cuales pensamos
contribuyen en estabilizar dicha molécula en el entorno no polar del sitio
activo. Esto podria explicar la mejor energia de unién a PtpB calculada (-
10,4 kcal/mol) y su efecto inhibitorio puede deberse a una obstruccién de la
entrada al sitio activo y/o restringiendo el P-loop a una conformacion

desfavorable con la actividad.
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Chalcona 4

Chalcona 6

Chalcona 9

Chalcona 11
Chalcona 13
Chalcona 22
Chalcona 24
Chalcona 10
Chalcona 12
Chalcona 15
Chalcona 16
Chalcona 17
Chalcona 18
Chalcona 19
Chalcona 20
Chalcona 21

Chalcona 7

Chalcona 8 _

Chalcona 23
Chalcona 25

Arg His Tyr Glu Arg Ala Llys Asp Arg
59 94 125 129 136 162 164 165 166

f

Figura 18- Representacion esquematica de los aminoéacidos de la PtpB que
estan interaccionado con la chalcona a menos de 4.5 A, a través de enlaces de
hidr6genos. Datos obtenidos con el programa MOE.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Con respecto a la purificacion de las fosfatasas recombinantes
podemos decir que para PtpA se logro reproducir el protocolo optimizado
existente en el laboratorio obteniéndose el rendimiento esperado (5 mg de
PtpA/L de cultivo). Estos rendimientos son mas altos que los reportados en
la literatura. Koul y colaboradores obtienen 2 mg de PtpA/L de cultivo y a
pesar que inducen con la misma concentraciéon de IPTG (0.5 mM) realizan
s6lo una etapa de purificacion por cromatografia de afinidad por glutation, y
no por metal y exclusion molecular como en el presente trabajo [36]. En otro
de los trabajos reportan 3.5 mg de PtpA/L de cultivo, pero la induccion fue
realizada con una menor concentracion de IPTG (0.1mM) y la purificacion
incluyé una etapa de cromatografia de afinidad y otra de intercambio i6nico
[52]. Para PtpB cuando aplicamos el mismo protocolo de cromatografia de
afinidad por metal utilizado para PtpA, observamos que la mayoria de
PtpBeluye en los lavados a baja concentraciéon de imidazol (10mM y 20mM),
por lo cual en las préximas purificaciones esta etapa deben ser eliminada.
De todas formas recuperamos estas fracciones y fueron purificadas por
exclusién molecular obteniéndose un rendimiento aceptable de 6 mg/L de

cultivo.

Tanto para PtpA y PtpB, la etapa de purificacion por exclusion
molecular no solo permitié eliminar agregados y/o proteinas de alta masa

molecular sino también los restos de imidazolque sabemos afectan la
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estabilidad de dichas fosfatasas[83], asi como verificar que las fosfatasas
obtenidas se encontraban en forma monomérica. Si bien la actividad
especifica del stock a -20°C de PtpB realizado con la proteina purificada
resultd estable a lo largo de todos los ensayos, el de PtpA se inactivo al cabo
de 2 meses. Habitualmente, para mantener el stock de PtpA a -20°C, la
proteina se almacenaba en el buffer de gel filtracion (20 mM Tris-HCI
pH=8.0, 50 mM de NaCl, 3 mM de DTT, 5mM de EDTA y 10% de glicerol) a
una concentracion del orden de 4mg/ml. Pero debido a que al descongelar
las alicuotas del stock de PtpA y PtpB generalmente perdiamos proteina por
precipitacion, decidimos durante este trabajo almacenar el stock en buffer de
GF conteniendo 50% de glicerol, el cual impide que las muestras se
congelen a -20°C. Es posible que al no congelarse la muestra y al verse
diluidos algunos de los componentes del buffer debido al agregado de
glicerol (suplementamos con 5 mM final de DTT) los procesos de
inactivacion en el stock de PtpA se hayan visto favorecidos respecto al stock
de PtpB. La experiencia de nuestro laboratorio con las PTP ha mostrado que
la PtpA es mucho mas inestable en solucion que PtpB.PtpA tiene tres
cisteinas (Cys 11 catalitica, Cys16, Cys53) en cambio PtpB tiene una
UnicaCys (Cys 160 catalitica).Esta inactivacion no parece deberse a la
formacion de agregados (perfil de gel filtracion inalterado)y pensamos pueda
deberse a la inactivacion por oxidacion irreversible (no recuperamos
actividad al tratar con altas concentraciones de DTT) de alguna de las tres

cisteinas presentes en PtpA.
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Tanto la estructura cristalografica de PtpA como la de PtpB han sido
resueltas [49,52]. El grupo de T. Alber, describié la estructura de PtpB
sefialando la presencia dos hélices (a7 y a8, aminoacidos 211-224) que
forma una tapa movil (“lid”) hacia la entrada al sitio activo. Segun los autores,
la Phe222 se introduciria en el sitio activo mimetizando la P-tirosina del
sustrato. A través de estudios por FRET “Forster (Fluorescence)
resonanceenergy transfer” se verificd la dindmica entre la conformacion
abierta y la cerrada de dichas hélices. En el presente trabajo se utilizo la
estructura abierta de PtpB (PDB ID 20Z5) y no la cerrada (PDB ID 1WYF)
de manera que el sitio activo de la misma se encontrara accesible a la
entrada de los compuestos. La figura 19 muestra la estructura abierta de
PtpB sefialando las inserciones que estan presentes PtpB y no en las PTP
humanas: hélices a7 y a8 que forman una tapa “lid” cubriendo el sitio activo,
y una a3A (violeta). Ademas la hélice a3, caracteristica de las ALP
“AtypicalLipidPhosphatase”, que en la PTPs humana se encuentra no
estructurada (amarillo), y por Ultimo el P-loop que es el sitio donde se

encuentran los aminoacidos que participan en la catalisis.

Figura 19- Estructura abierta de PtpB (PDB ID 20Z5)
sefialando las inserciones que estan presentes en
PtpB y no en las PTP humanas: hélices a7 y a8 que
forman una tapa “lid” cubriendo el sitio activo, y una
a3A (violeta). Ademas la hélice a 3, caracteristica de
las ALP “Atypical Lipid Phosphatase”, que en la PTPs
humana se encuentra no estructurada (amarillo), y
por ultimo el P-loop que es el sitio donde se
encuentran los aminoacidos que participan en la
catdlisis, imagen modificada con el Pymol (DelLano
Scientific LLC, EUA).
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La estructura abierta fue resuelta gracias a los datos cristalograficos
de la PtpB cristalizada con dos moléculas del inhibidor OMTS (ver tabla 1).
Para el OMTS se reportd un ICsg de 0.44 uM. La primera molécula de OMTS
se unio en el sitio activo (P1), estabilizdndose principalmente mediante siete
enlaces de hidrégeno que involucran principalmente los residuos del motivo
catalitico o P-loop (Cys 160, Phe 161, D165, Ala 162, Lys 164, Arg 166, Glu
129). La unién de una segunda molécula de OMTS, permitié detectar un sitio
secundario de union del inhibidor (P2) a PtpB en el cual estan involucrados
en la estabilizacion a través de enlaces de hidrogeno la Arg 210, Arg 59, Arg
64 y los aminoacidos Phe98, Leu 102, Phe 211 mediante interacciones no
polares [49,59]. En el sitio secundario se encuentra la hélice a3 la cual es
tipica de las ALP, y no se encuentra estructurada en la PTP humana y otras
PTPs. Lo que hace a P2 interesante como sitio de anclaje de nuevas
moléculas inhibidoras. Es asi que, el grupo de L. Tabernero, retomando las
evidencias estructurales reportadas para PtpB, centré sus estudios en
encontrar compuestos que se unieran tanto a P1 como a P2, comoestrategia
de busqueda de mejores inhibidores, Figura 20.La estructura de estos
compuestos es una combinacion de un isoxazol con &cido salicilico. Para el
mejor de estos compuesto Isoxazol-salicilato se reporté un ICso de 0.36 puM,
el cual caus6é a 20 pMuna disminucion del 42 % en el crecimiento deM.tb.
dentro de los macréfagos infectados. Los ensayos de acoplamiento
molecular confirmaron que el compuesto Isoxazol-salicilato de Tabernero
interaccionaria con el sitio activo (P1) y también con el sitio secundario (P2)

descrito por el grupo de T. Alber. La region isoxazol del compuesto
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interaccionaria a nivel de sitio activo mediante 4 enlaces de hidrégeno con
los grupos amida de aminoéacidos delP-loop (CXsR/S) y la cadena lateral de
la Arg 166, y estaria también estabilizada mediante interaccion entre el anillo
de la Phe 161 y uno de los anillos del compuesto. Por otro lado, la region
salicilato estaria estabilizada en un segundo sitio de unién (P2) mediante
enlaces de hidrégeno con laArg63 de la hélice a3 y la Arg 210 de la hélice

a7 [67], figura 21.

MptoB + C1

\ i
" ; 1
< e / "4

Figura 20- Diferencias en el modo de union de los inhibidores para PtpB y para
hPTP1B (fosfatasa humana). A) Complejo entre PtpB y el inhibidor OMTS
(violeta), complejo entre PtpB y el isoxazol salicilato (verde), complejo entre
hPTP1B y con su inhibidor. B) En PtpB, ambos inhibidores (OMTS e isoxazol
salicilato) se unen de un modo similar, con una parte hacia el sitio P1 y la otra
hacia el sitio P2. En cambio, en hPTP1B, el sitio P2 esta orienta 180° con
respecto a P2 en PtpB. Tabernero et al.2010.
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Figura 21- Inhibidor isoxazol-salicilato
(verde) interaccionando con ambos sitios
de unién, los aminoéacidos del sitio activo
(P1) estan formando enlaces de hidrogeno
con la regién isoxazol del compuesto vy el
salicilato esta estabilizado en un segundo
sitio de unién (P2) entre la Arg 63 del a
hélice a3 y la Arg 210 de la hélice a7.

En el presente trabajo se identificéd un grupo de chalconas (grupo A y
chalcona 9 y 22) interesantes que causan una disminucion de la actividad de
PtpB del orden del 4% al 18%. Sin embargo este resultado vienen de un
Unico ensayo, por lo cual se deben realizar al menos dos ensayos mas
independientes para estar seguros que el pequefio efecto inhibidor
observado no se encuentra dentro de la desviacion estandar de ensayos
independientes. Para aquellas chalconas con las que se realizaron tres
experimentos independientes (9, 17, 12, 21, 13, 5, 1) se pudo observar que
el valor obtenido de actividad remanente no hacia que la chalcona cambiara
de grupo definido en funcién del efecto en la actividad y la energia de
interaccion (figura 17). Una vez completado el estudio para todas las
chalconas, podremos estar seguros qué moléculas del grupo A pueden ser

usadas como base para el disefio inhibidores mas potentes.

Por lo tanto, en este estudio se decidi6 como estrategia preliminar
analizar en profundidad soélo las mejores chalconas, es decir las que
causaron mayor inhibicién: la 17,19,10,16 dentro del grupo A, y la 9y 22 no

asignadas a ningun grupo.Para la chalcona 9 y 22, el anillo A se ubico en
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elsitio P1 tal como las moléculas Isoxazol-salicilato y el OMTS reportados
como inhibidores, figura 22. En ambas chalconas, este anillo se encuentra
estabilizado solo por dos enlaces de hidrégeno y no por 4 o méas, como los
inhibidores reportados.

Para la chalconas 9 el anillo B no esta hacia P2, pero esta hacia la a 7 que
es uno de los elementos del “lid” presente en PtpB y no en las PTP
humanas, figura 23. La chalcona 22 se encuentra también estabilizada por
un enlace de hidrégeno que involucra el Aspcatalitico y el iminode la Ala
162, pero el anillo B no se orienta hacia P2, sino que hacia el interior de la

proteina estabilizandose por la presencia de los anillos de la Phe 80 y 133.

Figura 22-A la izquierda, se muestra lachalcona 22: anillo A se estabiliza en
la zona del P-loop (P1) y el anillo B se ubica hacia el interior de la proteina. A
la derecha se muestra la chalcona 9 con el anillo A estabilizado en la zona
P-loop (P1) y elanillo B junto con su sustituyente hacia la region de la a7.
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Figura 23-Chalcona 9 interaccionando con
P1 através del anillo A y el anillo B junto con
su sustituyente con la a7 (violeta), P2
(amarillo).

La molécula 10 se orienta de manera similar a la 22, el anillo A hacia P1 vy el
anillo B hacia hacia el interior de la proteina (Phe 133).La molécula 16, se
orienta de manera similar a la 22 y la 10, el anillo A hacia P1 y el anillo B
hacia el interior de la proteina (Phe 133), pero lo interesante es que el

sustituyente del anillo A, a su vez contiene un tercer anillo que se orienta
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hacia la a7 de la “lid”. En las chalconas 17 y 19 el anillo A se estabiliza a
nivel de P1, mientras que el anillo B de ambas junto a sus sustituyentes se
orientan hacia la a7, estabilizandose mediante interacciones de Van der
Waals con residuos no polares.

Por lo tanto, modificar el anillo B, agregandole sustituyentes que hagan
mayor contacto con la hélice a7 y/o la a3 (P2), en donde el Isoxazol-salicilato
y el OMTS se estabilizaron con mayor nimero de enlaces de hidrégeno,
podria ser una estrategia para anclar futuras moléculas a la entrada del sitio
activo. Cabe destacar que el sustrato artificial utilizado (p-NPP) es muy
pequefio respecto a los sustratos fisioldgicos que han sido postulados, por lo
cual no descartamos que el efecto inhibitorio pueda ser mayor con un
sustrato proteico o lipidico, seria interesante evaluar por ejemplo la actividad
utilizando péptidos especificos fosforilados en tirosina de algin sustrato o

con fosofinositol fosfato.

Uno de los objetivos, aun en curso, es obtener la chalcona 70-Brasil,
para poder ver como se ubica respecto a las moléculas evaluadas en
términos de efecto inhibitorio de la actividad de PtpB. Con dicha molécula se
realiz6 un acoplamiento molecular con PtpB, y el complejo formado no
concuerda con lo reportado en el articulo de H. Terenzi[54]. En dicho articulo
el carbonilo del anillo Aestaria estabilizandose mediante enlaces de
hidrégeno con la Arg 210 junto con interacciones electroestaticas con el
dipolo de la hélice a5. El anillo B estableceria interaccion con la cadena

lateral de la Arg 166 e interacciones no polares la Phe80, Pro 81 y Phel33.
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Segun nuestro estudio, con el programa Autodock4, el anillo A de este
inhibidor reportado que tiene un carboxilo como sustituyente se orienta hacia
el sitio activo estableciendo enlace de hidrogeno con dos residuos cataliticos
importantes, el Asp 165 y la Arg 166. En las moléculas evaluadas en este
trabajo, sélo uno de estos aminodacidos cataliticos estavo implicado en un
enlace de hidrégeno, nunca los dos como en el caso de la chalcona 70-
Brasil, Figura 24

La discrepancia in silico entre el complejo reportado y el que se
obtuvo en este estudio, puede deberse a diferencia en los pardmetros
definidos y/o el programa utilizado. Sin embargo,en el articulo no se describe
en detalle la seleccion del mejor complejo formado con la chalcona reportada
como inhibidor. ElI complejo reportado por el grupo de Brasil
fueobservadocon el programa Autodock4 pero segun los parametros
utilizados en este trabajo no se encontré6 dentro de los complejos mas

representativos.

Arg
166

Figura 24- Representacion en 2D del complejo
chalcona 70-Brasil y PtpB, determinado por el
programa Autodock4

65



Segun nuestro estudio la energia de interaccién de la chalcona 70-
Brasil con la PtpB es del orden de la observada para compuestos del grupo
A. Una vez que ésta sea sintetizada se podré verificar si cae o no fuera de
los grupos definidos en el presente trabajo, es de esperar que no, es decir
que sea parte de un grupo debajo del A. La chalcona 70-Brasil se reporto
como un inhibidor competitivo con un ICso de 12 pM y ki de 8 pM. Los
ensayos de actividad fueron realizados en condiciones similares a las
utiizadas en el presente trabajo (ensayo en microplaca, sustrato en
condiciones de saturacion, T 37°C, buffer similar), pero sin previa incubacion

con la chalcona.

Analizando todos los resultados obtenidos del presente trabajo y los
comparados con la literatura, se podria continuar la busqueda de mejores
inhibidores de la familia de chalconas que presenten cambios en los anillos
A y B de tal forma de lograr establecer mayor nimero de interacciones
electrostaticas en especialenlaces de hidrogeno que se dirijan a los sitios
reportados P1y P2 e incluso hacia la hélice a7 como lugares selectivos para

esta fosfatasa (PtpB).
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ANEXO

e Estructuras en 2DdelGrupo A de chalconas 21, 12, 16, 19, 18, 17, 20,
15, 10,generadas con el programa MOE.

Chalcona 21 Chalcona 12
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Chalcona 18 Chalcona 17
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Estructuras en2Ddel Grupo Bdechalconas6, 7, 22, 8. 23, 9
generadas con el programa MOE

Chalcona 7
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Chalcona 22

Chalcona 8
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Estructuras en 2Ddel Grupo C de chalconasl, 2, 5, 3, 14, 25,
24generadas con el programa MOE
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Chalcona 25
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e Tabla 4- Energias de unién de los complejos chalcona-PtpB, obtenidas con
el programa Autodock4

Energiade Actividad
union remanente
(Kcal/mol) de PtpB (%)

chalcona 20 -10.42 93
chalcona 21 -10.42 93
chalcona 12 -10.1 94
chalcona 16 -10.01 90
chalcona 19 -9.59 89
chalcona 18 -9.56 96
chalcona 70,Brasil -9.5
chalcona 17 -9.16 89
chalcona 11 -9.15 104
chalcona 15 -9.04 93
chalcona 10 -8.87 90
chalcona 23 -8.61 99
chalcona 13 -8.39 130
chalcona 7 -8.34 95
chalcona 22 -8.23 87
chalcona 1 -7.97 117
chalcona 8 -7.97 97
chalcona 2 -7.92 113
chalcona 5 -7.92 120
chalcona 3 -7.81 108
chalcona 14 -7.8 119
chalcona 25 -7.75 101
chalcona 6 -7.4 96
chalcona 9 -7.37 78
chalcona 24 -6.87 112
chalcona 4 -6.26 102
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e Resultados preliminares de la evaluacion del efecto en la actividad de
PtpA con las 25 chalconas
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