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(67) Resumo: IDENTIFICACAO DE ALVOS TERAPEUTICOS
PARA DESENHO COMPUTACIONAL DE DROGAS CONTRA
BACTERIAS DOTADAS DA PROTEINA PILT. A presente invencao se
refere a um método para identificar regides alvo existentes na interface
de mondémeros constituintes da proteina PilT com o objetivo de
desenhar moléculas potencialmente aplicaveis no comprometimento
da atividade desta proteina, controlando, assim, processos infecciosos.
O método é caracterizado pela (i) selegdo de pelo menos uma
sequéncia de aminoacidos constituidora de monémero de PIlT; (ii)
desenvolvimento de um modelo computacional tridimensional da
estrutura homo-hexamérica de PilT; (iii) analise computacional para
determinar os residuos de aminoéacidos formadores de interface (IFR)
e suas caracteristicas fisico-quimicas e estruturais para todas as
cadeias dos modelos de complexos hexaméricos gerados; (iv) selecéo
das regides a serem usadas corno alvos terapéuticos (e alvos
terapéuticos preferenciais) na interface entre os mondémeros baseada
na intensidade de determinados parametros; (v) modelagem
computacional para o desenho de moléculas potencialmente capazes
de efetuar ligagdes e/ou interagdes entre regides alvo dos monémeros.
Notadamente, algumas das principais aplicacdes desta tecnologia
consistem no combate a bactéria Xylella fastidiosa, agente etioldgico
da Clorose Variegada dos Citrus (CVC ou Amarelinho), e a doenga de
Pierce.
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Relatério Descritivo de Patente de Invengdo: “IDENTIFICACAO DE ALVOS
TERAPEUTICOS PARA DESENHO COMPUTACIONAL DE DROGAS CONTRA
BACTERIAS DOTADAS DA PROTEINA PILT”.

CAMPO DA INVENCAOQ

O presente documento de patente refere-se a um método para identificar regides

alvo existentes na interface de mondmeros constituintes da proteina PilT com o objetivo
de desenhar moléculas potencialmente apliciveis no comprometimento da atividade
desta proteina, controlando, assim, processos infecciosos. Notadamente, uma das
principais aplicagdes desta tecnologia consiste no combate & bactéria Xylella fastidiosa,
agente etiologico da Clorose Variegada dos Citrus (CVC ou Amarelinho) e a doenca de
Pierce.

ESTADO DA TECNICA

A Xylella fastidiosa ¢ uma bactéria gram-negativa e ndo-flagelada que provoca

varias doencas em plantas, tais como a Clorose Variegada dos Citrus (CVC),
popularmente conhecida como “amarelinho” e a doenca de Pierce, que afeta a
citricultura € vinicultura, respectivamente. O microrganismo Xylella fastidiosa ¢
limitado a persistir apenas colonizando os vasos do xilema, os vasos condutores de 4gua
e sais em plantas, e no trato digestdrio anterior de alguns insetos, como os popularmente
conhecidos como cigarrinhas (Hemiptera: Cicadellidae), que se alimentam da seiva das
plantas e servem como vetores para carreamento e inser¢io da bactéria nas plantas
(Hopkins, D. L., € A. H. Purcell. 2002. Xylella fastidiosa: cause of Pierce's disease of
grapevine and other emergent diseases. Plant Dis. 86:1056-1066). H4 muitos anos tem-
se testado 0 uso de inseticida contra os insetos-vetores desta bactéria, porém ndo houve
suficiente eficcia, € 0s prejuizos somados para o ano de 2000, decorrentes da doenga de
Pierce, no estado da Califérnia, Estados Unidos da América, atingiram os 14 bilhdes de
dolares (ver documento US 2005/0257285). Os mecanismos de viruléncia da Xylella
fastidiosa € a forma como esta interage com plantas hospedeiras ndo sdo totalmente
compreendidos. No entanto, a explicagdo- mais plausivel ¢ a formagdo de agregados -
como biofilmes que, ao colonizar vasos do xilema, causa um bloqueio ao fluxo de seiva
e culmina nos sintomas da doeng¢a (Hopkins, D. L. 1989. Xylem-limited bacterial
pathogen of plants. Annu. Rev. Phytopathol. 27:271-290; Newman, K. L., R. P. P.
Almeida, A. H. Purcell, and S. E. Lindow. 2003. Use of a green fluorescent strain for
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analysis of Xylella fastidiosa colonization of Vitis vinifera. Appl. Environ. Microbiol.
69:7319-7327).

Hopkins e colaboradores sugeriram que a colonizagio e a patogenicidade da
bactéria Xylella fastidiosa que levam a doenga de Pierce estdo estritamente relacionadas
com a sua capacidade de se movimentar dentro dos elementos de vaso do xilema, o que
permite a colonizagdo de outras regides da planta. Além disso, é sabido que as cepas
ndo virulentas ou atenuadas raramente movem-se do ponto de inoculagdo (Hopkins, D.
L. 1989. Xylem-limited bacterial pathogen of plants. Annu. Rev. Phytopathol. 27:271-
290).

O projeto genoma da Xylella fastidiosa revelou a presenga de genes que
codificam proteinas envolvidas na biogénese e fungdo do type IV pili (T4P) (Simpson,
A.J. G, F. C. Reinach, P. Arruda, F. A. Abreu, M. Acencio, R. Alvarenga, L. M. C.
Alves, J. E. Araya, G. S. Baia, C. S. Baptista, M. H. Barros, E. D. Bonaccorsi, S.
Bordin, J. M. Bove, M. R. S. Briones, M. R. P. Bueno, A. A. Camargo, L. E. A.
Camargo, D. M. Carraro, H. Carrer, N. B. Colauto, C. Colombo, F. F. Costa, M. C. R.
Costa, C. M. Costa-Neto, L. L. Coutinho, M. Cristofani, E. Dias-Neto, C. Docena, H.
El-Dorry, A. P. Facincani, A. J. S. Ferreira, V. C. A. Ferreira, J. A. Ferro, J. S. Fraga, S.
C. Franca, M. C. Franco, M. Frohme, L. R. Furlan, M. Garnier, G. H. Goldman, M. H.
S. Goldman, S. L. Gomes, A. Gruber, P. L. Ho, J. D. Hoheisel, M. L. Junqueira, E. L.
Kemper, J. P. Kitajima, J. E. Krieger, E. E. Kuramae, F. Laigret, M. R. Lambais, L. C.
C. Leite, E. G. M. Lemos, M. V. F. Lemos, S. A. Lopes, C. R. Lopes, J. A. Machado,
M. A. Machado, A. Madeira, H. M. F. Madeira, C. L. Marino, M. V. Marques, E. A. L.
Martins, E. M. F. Martins, A. Y. Matsukuma, C. F. M. Menck, E. C. Miracca, C. Y.
Miyaki, C. B. Monteiro-Vitorello, D. H. Moon, M. A. Nagai, A. Nascimento, L. E. S.
Netto, A. Nhani, F. G. Nobrega, L. R. Nunes, M. A. Oliveira, M. C. de Oliveira, R. C.
de Oliveira, D. A. Palmieri, A. Paris, B. R. Peixoto, G. A. G. Pereira, H. A. Pereira, J.
B. Pesquero, R. B. Quaggio, P. G. Roberto, V. Rodrigues, A. J. D. Rosa, V. E. de Rosa,
R. G. de Sa, R. V. Santelli, H. E. Sawasaki, A. C. R. da Silva, A. M. da Silva, F. R. da
Silva, W. A. Silva, J. F. da Silveira, 2000. The genome sequence of the plant pathogen
Xylella fastidiosa. Nature 406:151-157), que podem gerar mobilidade do tipo
“Twitching motility” (Meng, Y., Li, Y., Galvani, C. D., Hao, G., Turner, J. N., Burr, T.
J. & Hoch, H. C. 2005. Upstream migration of Xylella Jfastidiosa via pilus-driven
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Genin, S., Schell, M.A., and Denny, T.P. 2002). Ralstonia solanacearum requires type 4
pili to adhere to multiple surfaces and for natural transformation and virulence. Mol.
Microbiol. 46, 427-437.), Pseudomonas syringae (existem mais de 50 patovares que
atuam como agentes patogénicos em diversas plantas) (Hirano, S.S. ¢ C.D. Upper.
Bacteria in the Leaf Ecosystem with Emphasis on Pseudomonas syringae — a
Pathogen, Ice Nucleus, and Epiphyte. Microbiology and Molecular Biology Reviews 64
624-653. 2000), Pseudomonas aeruginosa (patégeno oportunista em seres humanos e
também causa infeccdes em plantas como manjericio (Ocimum basilicum) e alface
(Lactuca sativa) (Rahme, L. G., Stevens, E. J., Wolfort, S.F., Shao, J., Tompkins, R. G.,
Calderwood, S.B., Ausube,] FM. 1995. Common virulence factors for bacterial
pathogenicity in plants and animals. Science 268: 1899-1902), Neisseria meningitidis e
Neisseria gonorrhoeae (Importantes patégenos obrigatérios de mucosas humanas,
sendo o primeiro agente causal da meningite e o segundo da gonorréia) (Merz, A.J., e
So, M. Interactions of pathogenic Neisseriae with epithelial cell membranes. Annu.
Rev. Cell Dev. Biol. 16, 423-457. 2000.; Pujol, C., Eugene, E., Marceau, M., e Nassif,
X. 1999. The meningococcal PilT protein is required for induction of intimate
attachment to epithelial cells following pilus-mediated adhesion. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 96, 4017-4022). Outros importantes patégenos também se utilizam de motilidade
do tipo “twitching” através de pilus tipo IV, como Dichelobacter nodosus, causador de
pododermatite em bovinos e Vibrio cholerae, importante patdgeno humano, causador da
colera (J. S. Mattick. Type IV pili and twitching motility. Annu Rev Microbiol. 2002;
56:289-314. Epub 2002 Jan 30. Review). Além destes, Xanthomonas axonopodis pv
citri, outra bactéria muito importante para a citricultura por ser a causadora do cancro
citrico, também possui pilus tipo [V(Yang, Y. C., Chou, C. P, Kuo, T. T, Lin, S. H,,
Yang, M. K. PilR enhances the sensitivity of Xanthomonas axonopodis pv. citri to the
infection of filamentous bacteriophage Cf. Curr Microbiol. 2004 Apr;48(4):251-61).
Recentemente outro trabalho, do mesmo grupo que publicou a estrutura da PilT
de A. Aeolicus, resolveu outras estruturas tridimensionais da proteina PilT, porém de
Pseudomonas aeruginosa, uma bactéria mais préxima filogenéticamente da X
Jastidiosa em relaglio a0 A. aeolicus. As novas estruturas sio de complexos parciais, um
ligado a um anélogo do ATP, AMP-PCP (codigo PDB: 3jvv) e um ndo-ligado (codigo

PDB: 3jvu), e sugeriram mecanismos de funcionamento da proteina-motor que, é
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considerada o motor-bioldgico mais forte conhecido na natureza (A. M. Misic, K. A.
Satyshur, K. T., Forest. P. aeruginosa PilT structures with and without nucleotide
reveal a dynamic type IV pilus retraction motor. J Mol Biol. 2010 Jul 30;400(5):1011-
21. Epub 2010 Jun). Estas estruturas mostram complexos que seriam os mais proximos
estruturalmente do que se hipotetizaria serem os complexos da PilT de X. fastidiosa e
ressalta que esta é uma proteina extremamente dindmica e possui certas diferengas
estruturais quando ligadas a ADP, ATP ou sem ligantes.

Atualmente, avangos importantes na produgdio de farmacos foram obtidos por
meio de abordagens computacionais. Os altos prejuizos originados com as
fitopatologias que a Xylella fastidiosa e a auséncia de solugBes eficazes contra este mal
nos estimulam a buscar novas alternativas e alvos terapéuticos distintos dos trabalhados
atualmente para o combate a este microrganismo. Portanto, este trabalho descreve uma
tentativa de inovar em termos de realizar uma caracterizagio de novos alvos para
desenho computacional de firmacos baseado na estrutura (“Structure-Based drug
design”), em uma proteina ainda niio usada para este fim, a PilT.

Anderson (A.C. Anderson. The process of structure-based drug design. Chem
Biol. 2003 Sep;10(9):787-97. 2003) publicou uma descri¢do de como deve ser realizado
o procedimento de desenho computacional de firmacos baseado em estruturas protéicas,
desde os critérios que devem ser adotados para a escolha do alvo terapéutico para tal
desenho até os processos de desenvolvimento, “docking” e “virtual screening”. O
trabalho discute que o desenho de drogas antimicrobianas deve se basear em alvos que
sejam essenciais, sejam principalmente encontrados nos patgenos (em relagdo a
organismos ndo-patogénicos), tenha uma fungdio Gnica no patdgeno e que sejam
passiveis de sofrerem inibigdo por pequenas moléculas.

A escolha da PilT e, mais especificamente, dos residuos a serem usados como
alvos, seguiu estas recomendagdes. E uma proteina essencial a patogenicidade de
Xylella fastidiosa, é sabido que a movimentagio via pilus tipo IV ¢ a principal
responsavel pela disperséo do patdgeno desde o ponto de inoculagio e desenvolvimento
da doenga, ¢ importante para outros patogenos em termos de movimentagdo, formagio
de agregados, adesdo e evasdo de sistema imunolégico hospedeiro (J. S. Mattick. Type
IV pili and twitching motility. Annu Rev Microbiol. 2002;56:289-314. Epub 2002 Jan

30. Review) € os residuos descritos a seguir, escolhidos como os alvos preferenciais,
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tém ocorréncia restrita as PilTs de organismos patogénicos estudados em relagio a
organismos de vida livre como cianobactérias. Como j4 foi mencionado, & sabido que ao
mutar alguns aminodcidos localizados na interface, a PilT deixou de exercer sua fungdo
¢ o organismo mutado ndo foi capaz de mover-se (“Twitching motility”) (K. A.
Satyshur, G. A. Worzalla, L. S. Meyer, E. K. Heiniger, K. G. Aukema, A. M. Misic, and
K. T. Fore. Crystal Structures of the Pilus Retraction Motor PilT Suggest Large Domain
Movements and Subunit Cooperation Drive Motility. Structure 15, 363-376. 03/2007),
portanto partimos do pressuposto de que as interfaces sdo essenciais 4 manutengdo da
fungdo e motilidade, ¢ que a criagdio de um composto que seja capaz de se ligar a esta
regido impedird este correto funcionamento e/ou impedird a correta associagdo dos
mondmeros no momento da formagao do hexamero.

Existem varios trabalhos reconhecidos cientificamente que usaram técnicas
similares as usadas neste trabalho, com o intuito de compreender melhor as estruturas
de proteinas e/ou objetivando a identificagio de alvos terapéuticos para
desenvolvimento de firmacos. A seguir expde-se uma série de citagdes de alguns destes
trabalhos.

Li et al. 1996 (R. Li, X. Chen.; B. Gong, P. M. Seizer, Z. Li, E. Davidson, G.
Kurzban, R. E. Miller, E. O. Nuzum, J. H. McKerrow, R. J. Fletterick, S. A. Gillmor C.
S. Craik, I. D. Kuntz, F. E. Cohen e G. L. Kenyon. Structure-Based Design of Parasitic
Protease Inhibitors. Bioorganic & Medicinal Chemistpy 1996, 4, No. 9, 1421-1427)
exploraram a utilizagdo de estruturas protéicas similares conhecidas a fim de se
desenvolver possiveis candidatos a drogas a serem utilizados, nfio apenas contra
parasitas, mas também contra outras doengas infecciosas e processos de multiplicacio
celular descontrolada. Os autores defendem ainda que o design de drogas baseados em
estruturas identifica interagdes favoraveis e ndo favoraveis entre um potencial inibidor e
um determinado alvo.

Sheng et al. 2004 (Sheng, C., Zhang, W., Zhang, M., Song, Y., Ji, H., Zhu, J.,
Yao, J., Yu, J., Yang, S., Zhou, Y., Zhu, J., Lu, J. Homology Modeling of Lanosterol
140-Demethylase of Candida albicans and Aspergillus JSfumigatus and Insights into the
Enzyme-Substrate Interactions. J Biomol Struct Dyn. 2004; Aug;22(1):91-99)
apresentaram a utilizagfo da estrutura de uma proteina de Mycobacterium tuberculosis

(14alpha-sterol demethylase) como template para a modelagem da estrutura
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tridimensional da proteina lanosterol 14alpha-demethylase de outros microrganismos,
no caso: Candida albicans e Aspergillus fumigatus.

Marrone et al. 1997 (T. J. Marrone, J. M. Briggs, and J. A. McCammon.
STRUCTURE-BASED DRUG DESIGN: Computational Advances. Annu. Rev.
Pharmacol. Toxicol. 1997 37:71-90) apresentaram uma revisio com os métodos
computacionais baseados em estruturas mostrando a utilizagdo destes para a descoberta,
refinamento ou alteragdo de agentes terapéuticos. A revisdo cita varios campos como a
visualizagio molecular, modelagem molecular, técnicas de modelagem utilizando
bancos de dados 3-D, métodos de fragmentagio e perturbagdo da energia livre.

No documento W0200135316 foi descrito um método computacional para a
selegdo de drogas baseado em polimorfismo, compreendendo a obten¢do de mais de
uma seqiiéncia de aminodcido das proteinas alvos que sdo produto de um gene exibindo
polimorfismo, onde as seqiiéncias representem diferentes polimorfismos genéticos e a
geragdo de variagSes de modelos estruturais protéicos em 3D; ensaios computacionais
de “Docking drug” moleculares com os modelos protéicos alvos; refinamento
energético dos complexos de ancoragem (docked complexes); determinagdo da
interagdo de ligagdo entre a droga ou potenciais 15 novas moléculas candidatas a droga
€ 0s seus respectivos modelos; selegdo de terapias de drogas baseada na droga ou drogas
com maior potencial de ligagdo/interagio com os modelos estruturais variantes.

O documento W09425860 descreveu um sistema computacional para
modelagem da estrutura tridimensional de uma proteina modelo sendo esta modelagem
baseada na estrutura tridimensional de uma proteina template, na seqiiéncia de
aminodcidos da proteina modelo, nas proteinas contendo a pluralidade dos amino4cidos,
em cada aminoécido possuindo uma cadeia principal de atomos e cadeias laterais de
atomos, em cada 4tomo em uma estrutura tridimensional contendo um determinado
posicionamento.

No documento US5884230 foi descrito um sistema computacional para a
geragdo de uma colegéio de informagdes relativas 4 posicio entre pares de aminoacidos
para uso na modelagem de uma estrutura tridimensional de uma regido variavel de uma
proteina modelo. O sistema computacional possui informagGes sobre as posigdes

relativas entre pares de amino4cidos de regides variaveis de uma colegdo de protéica.
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modelos tridimensionais da estrutura protéica e suas variantes, desenho de candidatos a
drogas, modificacfio de drogas existentes baseada na predigio da interagdo molecular
entre os modelos ¢ as drogas candidatas, com suas respectivas variages.

No documento US2005257285 foi descrito uma proteina quimérica
antimicrobiana para o tratamento terapéutico e profilitico de doengas de plantas
causadas pela Xylella fastidiosa. A proteina antimicrobiana ¢ composta por um dominio
polipeptidico de reconhecimento de superficie, capaz de se ligar a componentes da
membrana bacteriana, fundido a um dominio polipeptidico de lise bacteriana, capaz de
afetar a lise ou a ruptura da membrana bacteriana. Particularmente, o método ¢
composigdo para o tratamento da Doenga de Pierce sdo fornecidos. O método para a
geragdo da planta Vitus vinefera transgénica, expressando a proteina quimérica no
xilema, também é apresentado.

No documento US2005053584 foi descrito a introdugo de uma cepa com menor
viruléncia, definida como “benigna”, de X. fastidiosa nas plantas de interesse que
normalmente sdo suscetiveis 4 doenga infecciosas causada por este patdgeno. As plantas
inoculadas sdo, geralmente, resistentes 3 Doenca de Pierce, pelo menos, cerca de 3-4
anos. A invengdo apresenta ainda a cepa bacteriana “benigna” adequada para o controle
da Doenga além de prover injegdes de reforgos (Booster) para cada 3-4 anos.

No documento W02006069160 foi descrito uma construgdo compreendendo
uma molécula de 4cido nucléico que codifica para uma hemaglutinina tipo HecA
recombinante, ou um fragmento da mesma, o qual confere resisténcia a infecgo pela
Xylella fastidiosa quando expresso em plantas.

No documento MXNL06000034 ¢é descrito uma substincia Anti-Xylella
Jastidiosa desenvolvida através da jungdo de um csFy avidrio e um peptideo litico
Cecropin P1 (CP1) que ¢ expresso em um bacteriéfago M13. Este bacteriéfago é capaz
de remover 100% da bactéria em cultivos in-vitro em uma concentragdo de 3,6 x 10°
fagos/célula ap6s 28 horas de incubagdo.

No documento US6548265 foi descrito um método para tratamento e/ou
profilaxia de doencas infecciosas causadas por bactérias que se aderem aos tecidos
através do pilus. O método se basea na interagdo com chaperonas moleculares
periplasmaticas interferindo assim na montagem do pilus prevenindo ou diminuido a

infecgdo bacteriana. Porém, este método ndo inclui o pilus tipo IV (usado para o
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twitching motility dos patégenos como Xylella fastidiosa), j& que este sistema ndo
requer chaperonas para correta montagem e funcionamento.

No documento US2003/0176662 foi descrito um procedimento de desenho de
drogas na base estrutural, a partir de uma estrutura proteica de hepatitis C. Os autores
ndo chegaram a apresentar nenhuma estrutura de farmaco, porém sugeriram os alvos e,
com base nesta identificagdo, sugeriram o desenho “de novo” dos firmacos que
obedecem aos determinantes de farmacoforo encontrado no alvo centrado em
determinado aminoécido da estrutura proteica revelada.

No documento US2005/0004766 foi descrito um procedimento de uso de
estruturas obtidas através de modelagem por homologia, usando as seqiiéncias protéicas
polimorficas, para desenho de drogas afinadas ao paciente especifico. Nesta patente,
verifica-se que os autores ndo relatam nenhum firmaco para as estruturas modeladas,
porém descrevem em detalhes como obter os modelos estruturais e como se deve
proceder a identificagdo dos alvos para o desenho racional de drogas.

O presente pedido de patente refere-se a uma nova alternativa aos atuais
processos ¢ pesquisas que objetivam erradicagfio/inativagio das cepas fitopatogénicas
de Xylella fastidiosa. Existem varios casos de sucesso de desenho computacional de
tarmacos, dirigidos a alvos terapéuticos estruturalmente delimitados, como pode ser
visto no artigo de Villoutreix e colaboradores (Villoutreix, B.O., Eudes, R., Miteva,
M.A. Structure-based virtual screening: recent success stories. Comb Chem High
Throughput Screen. 2009 Dec; 12(10):1000-16). A presente descri¢do de novos alvos
terapéuticos e correspondentes farmacos, realizada para regides de interface da proteina
hexamérica PilT ¢ distinta das técnicas j4 apresentadas por se tratar de um novo alvo
terapéutico até entdo ndo explorado com este fim, a proteina PilT, em uma regido
especifica e pouco estudada na ciéncia do desenho computacional de firmacos
(aminoécidos de interface) e que objetivara o impedimento da formagfo do complexo
hexamérico e/ou sua desestabilizagio com concomitante inibicio da motilidade da
bactéria.

SUMARIO DA INVENCAO

A invengiio refere-se a identificagdes de regides especificas na proteina PilT para

que a mesma possa ser inativada ou ter sua atividade reduzida, reduzindo ou evitando

assim o desenvolvimento da infecco bacteriana. A proteina em questdo estd
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relacionada & motilidade do patogeno e é descrita na literatura como essencial para o
desenvolvimento das fitopatogenias correlacionadas ao patogeno supracitado. As
principais fitopatogenias correlacionadas a esta bactéria sdo a Clorose Variegada dos
Citrus (CVC ou Amarelinho) e a doenga de Pierce e podem acometer as cultivares de
citrus de uma forma geral e de videiras respectivamente, além de outras varias doengas
que afetam outras plantas de interesse econdmico. A importincia de combate a estas
doengas € ressaltada por sua rapida capacidade de disseminagfo zoocérica, tendo como
principal vetor a cigarrinha (Hemiptera: Cicadellidae), e do seu alto impacto negativo
sobre os cultivares.

Foi desenvolvido um método de identificagdo de alvos terapéuticos em residuos
formadores de interface (IFR) entre os polipeptideos monoméricos que constituem os
hexémeros da proteina PilT em trés possiveis conformages (ligado a ATP, ADP e sem
ligantes), através de modelagem de trés complexos hexaméricos de moldes em
diferentes conformagdes. Os moldes usados para tal modelagem foram a estrutura da
PilTs de 4. aeolicus (aqui chamada AaPilT) ligada a ADP e duas estruturas de P.
aeruginosa (PaPilT) ligadas, respectivamente, a ATP e nenhum ligante e depositadas no
PDB (“Protein Data Bank). Posteriormente, realizou-se a predicdo de residuos
localizados na interface, suas caracteristicas, e analises de Biologia Computacional para
indicagdo de locais-alvo para o desenho de firmacos baseado nas estruturas geradas da
PUT de Xylella fastidiosa (aqui chamada XfPilT). Em seguida, foi proposta, em
detalhes, uma descrigdo de como se procedera o desenho computacional de formacos
que se ligardo nos sitios-alvo preditos. Como complemento a esta descrigdo, foi exposto
um exemplo prético com férmacos que desenhamos na base de determinantes de ligagdo
ao alvo identificado, no caso centrado na amino4cido Glu89, possuindo um respaldo
teérico muito forte para poder projetar um 6timo “lead”, uma vez que encontramos o
alto grau de index de atracamento (& importante ressaltar que o escopo da invengdo ndo
se restringe a estes farmacos desenhados).

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

Figura 1. Representagdo de alinhamento estrutural dos modelos de hexameros

criados e os templates usados como base para sua modelagem por homologia. Figura
la: Sobreposi¢do estrutural do modelo da PilT de X, fastidiosa (Xf) nomeado como

XfAal (em cinza) criado a partir do hexdmero da PilT da bactéria 4. aeolicus (Aa) (em
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sua conformagio ligada a ADP) cujo cédigo PDB é 2gsz (em preto). Figura 1b:
Sobreposicdo estrutural do modelo da PilT de Xf nomeado como XfPal (em cinza)
criado com base no hexdmero gerado a partir do Biological unit do PDB (3jvu) da PilT
de P. Aeruginosa (Pa) em sua conformagdo sem ligantes (em preto). Figura lc:
Sobreposi¢do estrutural do modelo da PilT de Xf nomeado como XfPa2 (em cinza)
criado com base no hexamero gerado a partir do Biological unit do PDB (3jvv) da PilT
de Pa em sua conformagio ligada a um analogo do ATP (0 AMP-PCP) (em preto). Os
valores de RMSD estéo representados.

Figura 2. Valores percentuais de ocupacio média de drea na interface e
superficie livre dos hexdmeros por duas categorias de aminoécidos (hidrofdbicos e
polarest+carregados). As estruturas representadas nesta figura sdo: as usadas como
molde (da esquerda para a direita: 2gsz (AaPilT em conformagdo de ligagdio a ADP),
3jvu (PaPilT, conformagio ndo-ligada), 3jvv (PaPilT, conformacfio ligagdo a ATP),
XfAal (modelo da XfPilT baseado em 2gsz), XfPal (modelo da XfPilT baseado em
3jvu) e X{Pa2 (modelo da X{PilT baseado em 3jvv).

Figura 3. 3a: Densidade de Contatos nas Interfaces (ICD) por complexo: o
numero total de contatos de todas as interfaces estabelecidas em cada complexo
hexameérico dividida pela soma da érea da interface de todo o heximero para AaPilT
2gsz, PaPilT 3jvu, PaPilT 3jvv, XfAal, XfPal e XfPa2. 3b: Densidade de Energia de
Contatos de Inteface (ICD) por complexo: soma das energias de contatos de interface
estabelecidos em cada complexo dividida pela soma das 4reas de interfaces de todo o
hexémero para AaPilT 2gsz, PaPilT 3jvu, PaPilT 3jvv, XfAal, XfPal e X{Pa2.

Figura 4: Diagrama de Venn demonstrando a ocorréncia dos residuos sugeridos
como alvos (ver tabela 2) nos trés diferentes complexos. (Neste caso, é considerada a
ocorréncia se o residuo estd presente em pelo menos uma cadeia dos modelos
hexaméricos de X{PilTs, com pelo menos 10 kcal/mol de energia de contatos de
interface, mais que 142 de 4rea exposta ao solvente quando em complexo, que tenham a
caracteristica de serem capazes de estabelecer pontes de hidrogénio e/ou contatos de
cunho eletrostitico e, preferencialmente, que se localizem em bolsos (pockets) em
complexo e/ou isolagdo. Os residuos destacados em branco se localizam em bolsos em

complexo (ou seja, na conformagio hexamérica ha algum bolso adjacente) em pelo
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menos uma cadeia. O residuo E89 est4 sublinhado pois ser4 posteriormente usado como
exemplo de representagio estrutural de um alvo.

| Figura 5. Alinhamento da seqiiéncia primaria, realizado por meio do software
ClustalW (Larkin, M. A., Blackshields, G., Brown, N. P., Chenna, R., McGettigan, P.
A., McWillian, H., Valentin, F., Wallace, . M., Wilm, A., Lopez, R., Thompson, J., D.,
Gibson, T. J., Higgins, D. G. 2007. Clustal W and Clustal X version 2.0.
Bioinformatics, 23, 2947-2948), de PilTs de bactérias patogénicas de Proteobacteria que
se utilizam de movimentagio guiada por pilus tipo IV (ou como no caso de
Xanthomonas axonopodis, possui o pilus tipo IV) como citado em “Estado da Técnica”
(Xylella fastidiosa (XPiIT_Pt), Xanthomonas axonopodis pv citri (XaPilT _Pt),
Pseudomonas syringae pv tabaci (PsPilT_Pt), Pseudomonas aeruginosa (PaPilT_Pt),
Ralstonia solanacearum (RsPAIT Pt), Vibrio cholerae (VCcPilT _Pt), Dichelobacter
nodosus (DnPilT_Pt), Neisseria gonorrhoeae (NgPilT_Pt) e Neisseria meningitidis
(NmPiIT_Pt), bactérias de vida livre essenciais & manutengiio do equilibrio de iniimeros
ecossistemas como Cianobactérias (Nostoc sp. NsPilT Cy e Synechocystis sp.
(SsPIT_Cy) e a bactéria do filo Aquificales, Aquifex aeolicus (AaPilT). Os
identificadores GI das seqiiéncias estdo descritos no pardgrafo anterior. Cédigos das
PilTs de Proteobactérias patogénicas sdo destacados em preto, Cianobactérias em cinza
A. aeolicus marcado em branco. Os residuos mais importantes na interface, sugeridos
como alvos (que sejam presentes em pelo menos uma cadeia dos modelos hexaméricos
de X{PilTs, com pelo menos 10 kcal/mol de energia de contatos de interface, mais que
1A? de 4rea exposta ao solvente quando em complexo, que tenham a caracteristica de
serem capazes de estabelecer pontes de hidrogénio e/ou contatos de cunho eletrostatico
¢ presentes ou ndo em pockets) sdo destacados da seguinte maneira:os residuos
destacados com barras longas em cinza sio possiveis alvos que ocorrem em todos as
PilTs de todos organismos usadas no alinhamento de sequencia priméria; os residuos
destacados com barras em cinza escuro com comprimento igual ao da barra de
identificadores de proteobacterias patogénicas, sio os possiveis alvos especificos desta
categoria de microrganismos e que podem ser interpretados como alvos preferenciais ao
desenho de farmacos para combate a estes patogenos em comum; A barra pequena em
cinza escuro representa os possiveis alvos que ocorrem unicamente em PilT da Xylella

Jastidiosa, sendo estes interpretados como alvos Gnicos & Xf, A barra pequena
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0s compostos desenhados) como o que mais possivelmente se ligara ao sitio-alvo. Esta
representada uma distancia (12,22 A) do 4tomo 18 a0 8, que mostra a correspondéncia
com o tamanho da cavidade (que tem aproximadamente 14 A de comprimento em sua
por¢do mais inferior), os atomos estdo numerados (seguindo a numeragfio do
ChemDraw) e estdo presentes as formas isoméricas do composto.

Figura 8: Representagdo das superficies que delimitam o “pocket” e que
compdem o sitio-alvo de ligag#io esta mostrada (8a), mostrando como o ligante possui
formato similar ao da regifo. Em 8b est4 representado o E89C4m34 e as posigdes em
3D dos residuos que interagem com esta molécula no formato “stick”.

DESCRICAOQ DETALHADA DA INVENCAQ

A presente invenco refere-se a um método para identificar regides passiveis de
serem usadas como alvos terapéuticos para o desenho computacional de firmacos
baseado em estrutura existentes na interface de mondmeros constituintes da proteina
PilT, bem como a listagem e caracterizagiio dos alvos preditos, com o objetivo futuro de
desenhar moléculas que se liguem nestas regides e que sejam potencialmente aplicaveis
no comprometimento da atividade desta proteina, controlando, assim, processos
infecciosos.

O método proposto consiste das seguintes etapas:

1 — Caso o complexo da proteina de interesse, por qualquer razéo, nio esteja
descrita ou tenha sua estrutura indeterminada, deve se proceder a geragdo de um modelo
a partir de outra proteina com alta similaridade em sua seqiiéncia primaria utilizando-se
a modelagem por homologia através do programa Swiss-Model (Guex, N. e Peitsch, M.
C. 1997. SWISS-MODEL and the Swiss-Pdb-Viewer: An environment for comparative
protein modelling. Electrophoresis 18:2714-2723) ou o programa Modeller (Eswar, N.,
Marti-Renom, M. A. , Webb, B. , Madhusudhan, M. S., Eramian, D., Shen, M., Pieper,
U, Sali., A. 2006. Comparative Protein Structure Modeling With MODELLER. Current
Protocols in Bioinformatics, John Wiley & Sons, Inc., Supplement 15, 5.6.1-5.6.30). A
validagdo da modelagem é em seguida realizada através da andlise dos graficos de
Ramachandran (Ramachandran, G. N., Ramarkrishnan, C., Sasisekharan, V. 1963,
Stereochemistry of polypeptide chain conformations. J. Mol Biol 7:95-99) e a utilizagdo
do ProSA web-service (Whiederstein, M., Sippl, M. J. 2007. ProSA-web: interactive
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web service for the recognition of errors in three-dimensional structures of proteins.
Nucleic Acid Research, Web Server issue: W407-10). _

2 - Utilizagdo do programa Deep-View para a geragdo do arquivo PDB do
complexo da proteina de interesse, por meio de sobreposi¢do estrutural com o complexo
usado como template pela modelagem e realizagdo de minimizagdo de energia usando o
programa Gromacs (Van Der Spoel, D., Lindahl, E., Hess, B., Groenhof, G., Mark, A.
E., Berendsen, H. J. 2005. "GROMACS: fast, flexible, and free". ] Comput Chem 26
(16): 1701-18. doi:10.1002/jcc.20291.);

3 - Utilizagdo do servidor STING (Neshich, G., Togawa, R., Mancini, A. L.,
Kuser, P. R., Yamagishi, M. E. B., Pappas Jr., G., Torres, W. V., Campos, T. F.,
Ferreira, L. L., Luna, F. M., Oliveira, A. G., Miura, R. T., Inoue, M. K., Horita, L. G.,
de Souza, D. F., Dominiquini, F., Alvaro, A., Lima, C. S., Ogawa, F. O., Gomes, B. G.,
Palandrani, J. C. F., dos Santos, G. F., de Freitas, E. M., Mattiuz, A. R., Costa, L. C., de
Almeida, C. L., Souza, S., Baudet, C. and Higa, R. H. 2003. STING Millennium: a Web
based suite of programs for comprehensive and simultaneous analysis of protein
structure and sequence. Nucleic Acids Research, 31:13, 3386-3392) para a geracéio do
arquivo TGZ contendo todos os parimetros fisico-quimicos e estruturais do
STING_DB.

4 ~ Todos os parametros gerados pelo STING sdo carregados no Star STING
(Neshich, G., Mazoni, I, Oliveira, S.R., Yamagishi, M.E., Kuser-Falco, P.R., Borro,
L.C., Morita, D.U., Souza, K.R., Almeida, G.V., Rodrigues, D.N., Jardine, 1.G.,,
Togawa, R.C., Mancini, A.L., Higa, R.H., Cruz, S.A., Vieira, F.D., Santos, E.H., Melo,
R.C., Santoro, M.M. The Star STING server: a multiplatform environment for protein
structure analysis. Genet Mol Res. 2006 Dec 1;5(4):717-22) e no Java Protein Dossier
(Neshich, G., Rocchia, W., Mancini, A.L., Yamagishi, M.E., Kuser, P.R., Fileto, R,
Baudet, C., Pinto, LP., Montagner, A.J., Palandrani, J.F., Krauchenco, J.N., Torres,
R.C., Souza, S., Togawa, R.C., Higa, R.H. 2004. JavaProtein Dossier: a novel web-
based data visualization tool for comprehensive analysis of protein structure. Nucleic
Acids Res. 2004 Jul 1;32 (Web Server issue):W595-601), uma plataforma para detalhar
¢ integrar as andlises de fungdo estrutural.

5 — Identificagdo dos residuos formadores de interface (IRFs) e obtengdo dos

dados das respectivas 4reas através da utilizagdo do programa SurfV (Sridharan, S.,
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com base em sobreposigdo estrutural das cadeias de XfPilT em seus respectivos
“templates” (moldes). Desta maneira, foram criados trés arquivos PDB para os
hexdmeros XfPilT: um baseado em 2gsz, outro em 3jvu e o Gltimo em 3jvv. A
confecgdo destes trés modelos de complexos ¢ de grande importancia, pois visa simular
0s varios estados da proteina PilT, que é extremamente dinimica e provavelmente muda
de conformacio em conformag8o para o correto funcionamento e quebra do ATP em
ADP. A existéncia destas diferentes conformagbes nos permite sugerir alvos que
estejam expostos em uma conformagdo e/ou cadeia e interno a interface em outra como
alvos interessantes para impedir o correto funcionamento da proteina quando esta j4 esta
montada na base do pilus. Portanto, se faz necessario o estudo das trés conformagdes e
busca por similaridades e diferengas entre elas.

Apos a montagem dos complexos, foi realizada minimizagio de energia usando
o programa Gromacs (Van Der Spoel, D., Lindahl, E., Hess, B., Groenhof, G., Mark, A.
E., Berendsen, H. J. 2005. "GROMACS: fast, flexible, and free". ] Comput Chem 26
(16): 1701-18. doi:10.1002/jcc.20291). Os trés complexos minimizados gerados foram
nomeados como XfAal, XfPal e XfPal, e estdo listados na tabela 1. Foi feita a
validagdo dos complexos modelados usando a analise de graficos de Ramachandran
(Ramachandran, G. N., Ramarkrishnan, C., Sasisekharan, V. 1963. Stereochemistry of
polypeptide chain conformations. J. Mol Biol 7:95-99), que indicou que os trés modelos
tiveram mais de 98% dos residuos nas regides permitidas. A validagiio através do
ProsaWeb indicou que os valores de z-score variaram entre -8.96 e -9.67, valores que
estdo contidos no intervalo de resultados normalmente encontrados para as proteinas
nativas de tamanho similar (Whiederstein, M., Sippl, M. J. 2007. ProSA-web:
interactive web service for the recognition of errors in three-dimensional structures of
proteins. Nucleic Acid Research, Web Server issue: W407-10). Portanto, os trés
modelos de complexos de XfPilT foram considerados aceitaveis para a continuagio das
analises.
Tabela 1. Identificagdo dos trés modelos criados, templates nos quais se bascou a

modelagem por homologia, descrigdo e valores obtidos para validagio dos modelos.

Modelosde - |  Templates Ny S Descricéio
hexdmerode Xf |  usadosna P ;

PilT gerados: modelagempor |

o7 S homologia |
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Modelo criado usando o Modeller com base na AaPilT
hexamérica ligada a ADP (PDB: 2gsz), com adicional
Xfal.pdb 2gsz.pdb minimizago de energia realizada com o programa Gromacs

Modelo criado usando o Modeller com base no hexaméro
de PaPilTsem ligantes (PDB: 3jvu), com adicional
Xfal.pdb 2gsz.pdb minimizagdo de energia realizada com o programa Gromacs

Modelo criado usando o Modeller com base na PaPilT
ligado a um andlogo do ATP (AMP-PCP) (PDB: 3jwv),
com adicional minimizagdo de energia realizada com o
Xfal.pdb 2gsz.pdb programa Gromacs

As estruturas modeladas dos hexameros da PilT de X. fastidiosa (XfAal, xfPal
¢ X{Pa2) foram estruturalmente alinhadas contra seus templates (AaPilT com ADP:
2gsz, PaPilT sem ligantes: 3jvu e PaPilT com ATP: 3jvv), como mostrado na figura 1, 0
que resultou em sobreposi¢des com desvios de 0.388, 0.297 e 0.231 para os trés
alinhamentos respectivamente mostrados em 1a, 1b e 1c¢, o que indica que as estruturas
dos complexos sdo muito similares entre si (template vs. 0 modelo gerado).

Utilizando a plataforma Blue Star STING (Neshich, G., Togawa, R., Mancini,
A. L., Kuser, P. R., Yamagishi, M. E. B., Pappas Jr., G., Torres, W. V., Campos, T. F.,
Ferreira, L. L., Luna, F. M,, Oliveira, A. G., Miura, R. T., Inoue, M. K., Horita, L. G.,
de Souza, D. F., Dominiquini, F., Alvaro, A., Lima, C. S., Ogawa, F. O., Gomes, B. G.,
Palandrani, J. C. F., dos Santos, G. F., de Freitas, E. M., Mattiuz, A. R., Costa, I. C., de
Almeida, C. L., Souza, S., Baudet, C. e Higa, R. H. 2003. STING Millennium: a Web
based suite of programs for comprehensive and simultaneous analysis of protein
structure and sequence. Nucleic Acids Research, 31:13, 3386-3392) e o programa Java
Protein Dossier (JPD) (Neshich, G., Rocchia, W., Mancini, A.L., Yamagishi, M.E.,
Kuser, P.R., Fileto, R., Baudet, C., Pinto, LP., Montagner, A.J., Palandrani J.F.,
Krauchenco, J.N., Torres, R.C., Souza, S., Togawa, R.C., Higa, R.H. 2004. JavaProtein
Dossier: a novel web-based data visualization tool for comprehensive analysis of
protein structure. Nucleic Acids Res. 2004 Jul 1;32 (Web Server issue):W595-601),
principalmente no médulo chamado “Formiga” (Higa, R. H. ; Neshich, G. Defiring 3D
residue environment in protein structures using SCORPION and FORMIGA.
Bioinformatics (Oxford), Oxford, v. 20, n. 12, p. 1989-1991, 2004), foi possivel
selecionar e analisar os residuos formadores de interface bem como desvendar os

valores de 4reas que estes ocupam na Interface e na Superficie livre, dados estes que sio
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calculados através do programa SurfV (Sridharan, S., Nicholls, A. and Honig, B. 1992.
A new vertex algorithm to calculate solvent accessible surface areas. Biophys. J., 61,
Al74).

Com esta analise, foi possivel observar que a natureza dos Residuos Formadores
de interface (IFR) dos complexos da PilT de Xylella fastidiosa é predominantemente de
residuos carregados e polares, como pode ser visto na figura 2, similar aos resultados
obtidos por Satyshur e colaboradores (Satyshur K. A., Worzalla G. A., Meyer L. S.,
Heiniger E. K., Aukema K. G., Misic A. M., Forest K. T. 2007. Crystal structures of the
pilus retraction motor PilT suggest large domain movements and subunit cooperation
drive motility. Structure. 2007 Mar;15(3):363-76) que indicaram que as interfaces
seriam predominantemente carregadas e polares. A soma de todas as 4reas de interface
de todos os mondmeros do hexamero da PilT de Aquifex aeolicus é 18890.20 A dos
quais 13455.55 A? (71,23%) sio formados por residuos das categorias polares e
carregados. Para os hexameros da PilT de X, fastidiosa, tem-se 181 73.882\2, 18446.96
A? ¢ 18882.558 A? de 4reas totais de interface e 13592.32 A% (72,5%), 14020.77 A
(70,88%) e 14208.91 A? (70,88%) de areas ocupadas por residuos polares e carregados,
respectivamente para XfAal, XfPal e XfPa2, o que demosntra de maneira clara a
importncia que tais residuos exercem na constituigio das IFRs. As interfaces dos
heximeros de Pa tém valores de ocupagdo de drea por aminoacidos polares e carregados
similar & encontrada para Xf: 71,42% e 70,93% para 3jvu e 3jvv, respectivamente.

Foram usadas abordagens estatisticas para testar se os valores das médias dos
percentuais de dreas ocupadas por residuos polares e carregados eram
significativamente diferentes entre os encontrados para as cadeias dos heximeros de
PilTs de Pa e Xf em relagdo a0 hexdmero de Aa. Foi observado que estes dados tem alta
probabilidade de seguirem uma distribuigio normal (P-value do teste de normalidade
D’Agostino = 0.092) e possuem desvios-padrdo de valores similares. Sendo assim, foi
utilizado o Teste T de Student que resultou em um valor de P (5.25x10°%) que
demonstrou que as interfaces da PilT de Aa (2gsz) tem alta probabilidade de serem
significativamente diferentes em relagdo as médias encontradas para as interfaces das
PilTs das proteobactérias patogénicas Pa e Xf sendo, portanto, sugerido que as
interfaces de 2gsz tém menor 4rea ocupada por tais residuos se comparada as interfaces

das PilTs de Pa e Xf. Foi testado também, através do teste T, se os valores de é4reas
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ocupadas por residuos polares e carregados eram similares entre os encontrados nas
interfaces dos modelos em relagdo aos templates usados para sua modelagem. Na
comparagdo de 3jvu (hexamero da Pa PilT sem ligantes) contra XfPal e de 3jvv
(hexamero da Pa PilT ligada a AMP-PCP) contra XfPa2 resultaram em valores de P
equivalentes a 0.96 e 0.89, respectivamente, indicando que existe vma alta
probabilidade de se referirem a dados semelhantes que, neste caso, sugerem que as
interfaces das PilTs de Pa e Xf sdo igualmente ocupadas em sua maioria por residuos
polares e carregados. Na comparagdo de XfAal contra o template usado em sua
modelagem, 2gsz (hexamero da PilT de Aa), foi obtido um valor de P de 0.019, o que
indica que se tratam de amostras diferentes, sugerindo que Aa PilT tem uma distinta
ocupacdo de 4rea por tais residuos em relagio a Xf PilTs. Estes resultados podem
sugerir que as interfaces das proteobactérias patogénicas sfo mais polares e carregadas
que as mesmas de outras bactérias distantes como Aa. Esta caracteristica é de suma
importancia pois a presenca de virios residuos capazes de estabelecer contatos de cunho
eletrostatico e outros contatos polares como pontes de hidrogénio indica que varios
sitios dentre estes podem ser usados para a identificagéio de um alvo para o desenho de
drogas baseados em estutura (A. C. Anderson. The process of structure—bas‘ed drug |
design. Chem Biol. 2003 Sep;10(9):787-97).

Estes resultados podem indicar uma caracteristica importante das PilTs de Pa e
Xf: suas interfaces parecem ter drea ocupada ligeiramente maior por residuos que sdo
capazes de formar interagdes ou contatos fortes (por exemplo: de cunho eletrostatico
atrativo/repulsivo e pontes de hidrogénio), em relagfo ao complexo da PilT de Aa, 2gsz.
Complementarmente, as interfaces da PilT de A. aeolicus tem area ligeiramente mais
hidrofdbico que interfaces da PilT de X. fastidiosa, o que pode indicar uma menor
propensdo dos IFRs de 2gsz de A. aeolicus para formar contatos de alta energia. Uma
maneira de testar essa wiltima hipétese € através da anélise do nimero, tipo e energia de
contatos estabelecidos entre as IFRs de ambos hexdmeros. Utilizando o programa
STING JPD pode-se identificar quais IFRs estavam estabelecendo contatos através das
dadas interfaces. Foi notado que muitos amino4cidos hidrofilicos sdo identificados
estabelecendo contatos entre as interfaces da PilT de X, fastidiosa.

Utilizando os programas Blue Star Sting e JPD foram coletados dados sobre o

numero, tipo e as energias de contatos estabelecidos na interface. Para valores de 4rea
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figura 3. A média dos ICEDs para Aa PiLT, 2gsz é de 0,28 Kcal.mol". A enquanto
para as PilTs de Xf e Pa so, respectivamente, 0,38 e 0,34 Kcal.mol'.A2,

Para responder a questdo se a diferenca entre os ICEDs entre as PilTs das
bactérias Xf, Pa com relagdio 2 Aa é estatisticamente significante, novamente foi usado
o Teste T de Student. Foi observado que os dados de ICED tém alta probabilidade de
seguirem uma distribui¢do normal (P-value do teste de normalidade D’Agostino =
0.061) e possuem desvios-padro de valores similares. Sendo assim, foi obtido um valor
de P equivalente a 3,48x107 para o teste que comparou as médias dos valores de ICED
da PilT de Aa (2gsz) contra os mesmos das PilTs de Pa e Xf, Este valor indica que
existe uma alta probabilidade de se tratarem de amostras estatisticamente diferentes, € o
que se pode sugerir € que as interfaces dos hexdmeros das PilTs das proteobactérias
patogénicas tem maiores energias de contatos por 4rea em relagio ao hexamero da PilT
de Aa.

Finalmente, outras anilises dos contatos de interface foram realizadas: o
programa Blue Star STING JPD foi utilizado para visualizar e selecionar os
aminoécidos que estabelecem os contatos mais ricos energeticamente (aqui colocamos
como valor de corte para sua selegdo como estabelecendo no minimo 10 Kcal.mol™! de
energia de contatos na interface), que possuissem um minimo de irea de exposi¢do ao
solvente quando em complexo (nestes casos, na forma hexamérica), que tenham a
caracteristica de serem capazes de estabelecer pontes de hidrogénio e/ou contatos de
cunho eletrostatico e que, ndio necessariamente, se localizem em bolsos (pockets) em
complexo e/ou isolagdo. Esta busca resultou em 54 residuos distintos (sendo que, destes,
42 fazem parte dos bolsos (pockets) adjacentes em complexo ou em isolagdo) que
provavelmente s3o os mais provéaveis de serem passiveis de uso como alvos terapéuticos
para o desenho de farmacos orientado pela estrutura, como ¢ discutido no trabalho de
Anderson (A.C. Anderson. The process of structure-based drug design. Chem Biol.
2003 Sep;10(9):787-97. 2003). A listagem destes residuos, bem como algumas de suas
caracteristicas como: niimero de cadeias de Xf PilTs que os contenham seguindo tais
parametros, valores méaximos e médios de energia de contatos que o residuo estabelece
na interface e presenga em “pockets”, estio mostradas na tabela 2.

Tabela 2. Listagem dos 54 residuos identificados como possiveis alvos terapéuticos

para o processo de desenho de firmacos baseados na estrutura e informagdes



10

15

26/37

importantes sobre estes, como o niimero de cadeias de modelos de XfPilTs hexaméricos
nas quais o residuo aparece com alvo, o valor maximo e valor médio de energia de
contatos de interface encontrado para o mesmo, presenga em “pocket” (bolso) em
isolag@o (quando a cadeia est4 isolada do restante do complexo, ou seja: estd em seu
estado monomérico) e em complexo (ou seja, se na conformagdo hexamérica ha algum
bolso adjacente). A iltima coluna se refere ao alinhamento de sequencia primaria
mostrado na figura 5, em relagfio a presenca/auséncia em trés grupos de 0rganismos:
Proteobactérias patogénicas para animais e plantas (Pt), Aquificae e Cianobactérias
(Cy). As seqiiéncias usadas na confecgio deste alinhamento foram extraidas do Protein
database do NCBI (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/). As seqiiéncias de
Proteobactérias patogénicas sdo as seguintes: PilT de Xylella fastidiosa 9aSc¢ com
GI:15838234 (Xf), Xanthomonas axonoodis pv citri str. 306 GI:21243651 (Xa),
Pseudomonas syringae pv tabaci ATCC 11528 GI:257483590 (Ps), Pseudomonas
aeruginosa GI: 301015820 (Pa), Ralstonia solanacearum UW551 GI: 83747263 (Rs),
Vibrio cholerae V52 GI: 121728590 (Vc), Dichelobacter nodosus VCS1703A GI:
146329541 (Dn), Neisseria gonorrhoeae DGII8 GI: 240013043 (Ng), Neisseria
meningitidis Z2491 GI: 218767246 (Nm). As seqiiéncias de PilTs de Cianobactérias
sdo: Nostoc sp. PCC 7120 GI: 17229935 (Ns) e Synechocystis sp. PCC 6803 GI:
16331158 (Ss). A seqiiéncia usada de Aquifex aeolicus VF5 (Aa) foi a GI: 119389376.

Identificacdo Nimero de | Valor Valor Presen¢a Presenca em Organismo (dos usados no
do residuo cadeiasde | méximode | médio de em pockets em alinhamento da figura 5)
(aminodcidoe | complexos | emergias de energias pockets complexo (na que possuem, em sua PilT,
posicio) de XfPilTs | contatosde | de (bolso) de conformagio este residuo em posicio
na qual o interface contatos isolacdio hexamérica) correspondende em
residuo para o de alinhamentos de estruturas
aparece residuo interface primdrias
como alvo parao
residuo
D60 5 ~ 3000 1600 |  sm o L - todas o
GTo 7 we | ®P | wm B R
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E336 5 40.00 28.30 sim sim Xf, Xa, Ps, Pa, Rs, Dn

K58 2 72.60 46.30 - sim Xf, Xa, Ps, Pa, Rs,Ng, Nm

R212 2 33.20 23.20 - - Xf, Xa, Ps, Pa, Rs, Dn
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R335 15 51.20 3428 sim sim Xf, Xa, Ps, Pa, V¢, Dn

E65 9 36.10 2049 sim sim Xf, Xa, Rs, Ve

E177 4 60.00 42.12 - sim Xf, Xa, Ps, Pa, Rs, Aa

K170 1 10.00 10.00 sim - Xf, Xa, Ps, Pa, Ng+, Nm+, Aa++

E68 11 40.00 21 sim sim Xf, Xa, Ps, Pa, Rs, Ve, Dn, Aa

E64 3 20.00 15.27 - - Xf, Xa, Ps, Pa, Rs, Ve, Dn, Ng

Nm, Aa, Ns, Ss+
R290 18 108.80 78.48 sim - Xf, Xa, Ps, Pa, Rs, Vc, Dn, Ng
Nm, Ns, Ss

R180 1 10.00 10.00 sim - Xf, Xa, Ps, Pa, Vc. Ns, Ss

D181 3 10.00 10.00 sim - Xf, Xa, Ps, Pa, Rs,V¢, Dn+, Ng,
Nm, Aa

H179 10 36.80 24.00 - sim Xf, Xa, Ps, Pa, Vc, Dn, Aa, Ns, Ss

D62 1 21.50 21.50 - - Xf, Xa, Ps, Vc, Dn, Ng, Nm

HI83 1 10.00 10.00 - - Xf, Xa, Ps, Pa, Vc+, Ss+

E120 1 10.00 10.00 - - Xf, Xa+, Pst, Pa+, Dn+, Ng, Nm,
Ns+, Ss

Outra importante caracteristica que serd considerada no momento do desenho
dos farmacos ¢ a frequencia de ocorréncia do residuo hé ser considerado como um alvo
em todas as 18 cadeias possiveis em trés complexos modelados. Um determinado
residuo pode ocorrer com estas caracteristicas em apenas uma conformagio da PilT de
Xf (como exemplo, o residuo E74 no modelo XfAal) como também pode ocorrer com
estas caracteristicas em todas as trés conformagdes (como exemplo, o residuo E89, que
possui tais caracteristicas nos trés hexameros: XfAal, XfPal e XfPa2). A importincia
desta descri¢do reside no fato que um determinado firmaco pode ter como alvo a
ligagio em um residuo em um determinado momento da proteina PilT (ex: se em seu
estado ligado ATP ela apresentar estrutura do hexdmero como prevemos no modelo
XtPa2), ou em vérios. Os futuros processos de “docking” de compostos quimicos terdo
como alvo uma ou mais cadeias de um ou mais hexameros, conforme preditas as
caracteristicas de cada alvo em cada cadeia de cada hexamero. Portanto, foi gerado um
diagrama de Venn contendo a distribuigio dos 54 residuos selecionados nos trés
hexameros modelados, como mostrado na figura 4.

Em relagdo a definigdo dos alvos terapéuticos, como j4 foi citado anteriormente,
0 desenho de drogas antimicrobianas deve se basear em alvos que sejam principalmente

encontrados nos patégenos (e ndo em organismos nio-patogénicos). Para averiguar se,
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dentre os 54 residuos selecionados, existiriam residuos de ocorréncia restrita a
organismos patogénicos como Xf, Pa e outros descritos anteriormente, em relagio a
organismos ndo-patogénicos (como Aa) e mesmo a organismos essenciais ao equilibrio
de ecossistemas como as cianobactérias (bactérias fotossintetizantes e fixadoras de
nitrogénio atmosférico), foi realizado um alinhamento de estrutura priméria incluindo
PilT de vérios organismos que se incluem nestas categorias € que se tem registro na
literatura sobre presenca da PilT, Pilus tipo IV e motilidade do tipo “twitching”. Este
alinhamento, represemtado na figura 5, indica que existe uma alta conservagdo das
IFRs, descritos acima como potenciais alvos, neste alinhamento de seqiiéncias PilTs.
Esta ¢ mais uma possivel evidéncia da importincia dos IFRs para organismos
patogenicos que fazem uso do PilT IV. Pode-se especular que as seqiiéncias das PilT de
Proteobacteria, por serem extremamente conservadas (Wall, D. e Kaiser, D. Type IV
pili and cell motility. Mol Microbiol. 1999 Apr;32(1):1-10. Review), teriam suas
estruturas igualmente semelhantes e, em caso afirmativo, as semelhangas e as diferengas
observadas neste alinhamento também poderiam refletir as reais caracteristicas da
estrutura.

Neste alinhamento (figura 5) foram destacados os 54 residuos sendo que, destes,
25 ocorrem em todos os organismos, co-localizando com a posi¢io do residuo em
X{PilT (D160, D17, D196, D198, D207, D242, D70, E159, E163, E204, E209, E219,
H154, H19, H222, H229, R176, R194, R206, R239, R29, R294, R80, R82 e R97), que
constituiriam alvos inespecificos dos patdgenos; 9 ocorrem em todas as Proteobactérias
patogénicas (E258, E74, K235, K249, R35, R90, D33, E248 e R36) constituindo bons
alvos para o desenvolvimento de formacos que atinjam esta gama de patogenos; 3
residuos sdo exclusivos da PilT de Xylella fastidiosa (D184, E89 e K187) que podem
constituir alvos terapéuticos para desenvolvimento de firmacos mais especificos a PilT
da Xf; outros 6 residuos ocorrem em distribui¢io variada mas ainda somente em Xf e
outras proteobactérias patogénicas, porém ndo em todas (H152, E336, K58, R212, R335
e E65); e, por fim, 17 residuos que ocorrem em distribui¢io variada entre Xf, outras
proteobactérias e sempre incluindo Aa ou alguma das cianobactérias, constituindo
também alvos mais inespecificos (H152, E336, K58, R212, R335, E65, E177, K170,
E68, E64, R290, R180, D181, H179, D62, H183 ¢ E120).
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Técnicas de desenho de drogas baseado em estrutura protéica podem ser
aplicadas com base em possiveis alvos terapéuticos preditos. A seguir sera feita uma
exemplificacdo de um dos varios caminhos que podem ser adotados para o desenho de
novo de farmacos, que se inicia no mapeamento de posigdes favoraveis de interagdes
para grupos funcionais (ex: em que posi¢des podem ser desenhados grupos hidroxila,
amina, hidrofobicos, ciclicos, dentre outros) ou mesmo pequenos fragmentos de
moléculas. Novos compostos podem, entdo, ser desenhados de novo de modo que
relevantes grupos funcionais se localizem em posigdes que determinem uma correta
relagdo espacial com o sitio-alvo. Apds o desenho deve ocorrer a modelagem de sua
estrutura tridimensional, ensaios de “docking”, escolha dos melhores ligantes, predi¢io
das bases moleculares/estruturais de sua ligagdo (ex: tipo de interagdes que este & capaz
de realizar). Existe uma série de “softwares” tteis para o desenho de firmacos de novo e

abordagens de “screening”, como o SPROUT (http://www.simbiosys.ca/sprout/), muito

usado para o desenho de novo baseado em fragmentos. Este programa inclui médulos
para identificar e selecionar grupos funcionais e posigdes nos sitios-alvo para formar
fragmentos iniciais de compostos para geragdo de estrutura (médulo EleFAnT) e,
conforme estes sdo selecionados, sdo gerados esqueletos que satisfagam as restri¢des
estéricas do pocket-alvo através de crescimento de fragmentos espagadores e
conectando-os aos fragmentos iniciais (modulo SPIDeR). Por fim, ¢ feita a substituigio
de atomos no esqueleto até gerar moléculas que sejam compativeis com as prop;iedades
eletrostéticas do sitio-alvo (médulo MARABOU). As solugdes podem ser clusterizadas
e terem scores de ligagdo calculados usando 0 médulo ALLigaTOR.

Além do desenho de novo de compostos, objetivar-se-4 a busca por compostos
que se liguem nos sitios-alvo preditos por meio de “virtual screening” em larga escala,
através do uso de bancos de dados de estruturas tridimensionais de pequenas moléculas,
como exemplo, 0 PubChem Compound
(ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pubchem/Compound_3D/) como fonte de ligantes a serem
usados em screening contra um sitio alvo. A simulagio da interagdo proteina-ligante
com o intuito de avaliar a capacidade de um ligante em formar interagdes fortes e de
encaixar-se a um sitio alvo é chamado “docking”. Algoritmos de “docking”, que
incluem os seguintes (porém no restritos a estes): Dock (Kuntz, L, Blaney, J., Oatley,

S., Langridge, R., e Ferrin, T. 1982. A geometric approach to macromolecular-ligand
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interactions. J. Mol. Biol. 161, 269-288), FlexX (Kramer, B., Metz, G., Rarey, M., e
Lengauer, T. 1999. Ligand docking and screening with FlexX.Med. Chem. Res. 9, 463—
478) AUTODOCK (Goodsell, D., Morris, G., and Olson, A. 1996. Automated docking
of flexible ligands: applications of AutoDock. J. Mol. Recognit. 9, 1-5). MOL-DOCK
(Thomsen, R., Christensen, M. H. MolDock: a new technique for high-accuracy
molecular docking. J Med Chem. 2006 Jun 1;49(11):3315-21.) ¢ GOLD (Jones, G.,
Willett, P., Glen, R. C., Leach, A. R., Taylor, R. Development and Validation of a
Genetic Algorithm for Flexible Docking. J. Mol. Biol. 1997, 267, 727-748) podem ser
usados para realizar o “docking” na regido de interesse para encontrar as moléculas que
estabelecem interagdes mais favoraveis e que se adaptem melhor ao sitio-alvo, sendo
escolhidas por meio do ranqueamento do “score” de “docking”.

No exemplo a ser descrito a seguir, objetivou-se a demonstragio pratica de um,
dos vérios possiveis, “pipeline” de como poderé ser feita a predigiio de estruturas de
compostos que possivelmente se ligardo aos alvos preditos através de um desenho de
novo. A metodologia ndo se restringe as moléculas a serem descritas neste texto, porém
a todas as moléculas que serdo desenhadas com base nas caracteristicas fisico-quimicas
¢ estruturais dos sitios escolhidos como alvos terapéuticos, seja por meio de desenho de
novo de farmacos usando fragmentos, softwares de predigdo, “virtual screening”,
“screening” usando farmacéforos ou por outros métodos.

Foram desenhados de novo cerca de 50 compostos, baseados no sitio que abriga
o residuo-alvo E89, da cadeia A do modelo XfAal, de Xylella fastidiosa, sendo este um
residuo considerado exclusivo de Xf, o que sugere que o firmaco que serd des_enhado
com base neste alvo, possivelmente terd especificidade a PilT de Xf. Primeiramente &
indispensével a descrigdo fisico-quimica e estrutural do sitio-alvo em questo, que pode
ser visto na figura 6. Nesta estrutura, o E89 estd localizado entre as interfaces
CTD“NTD"", sendo localizado no NTD da cadeia A e interage com varios residuos em
interface (Ponte de hidrogénio com Q175, duas interagdes eletrostaticas de repulsio
com E74 e uma interagdo hidrofobica com 1162, todos da cadeia F), resultando em um
total de 23,8 Kcal/mol de energia de interagdo. Usando os programas STING 'PD e
Molegro Virtual Docker (MVD), pode-se observar que este residuo faz parte dos

“pockets adjacentes”. O programa MVD realizou a predigio de dois “pockets” que

circundam o residuo E89 (“pocket” 1 que possui 55,29 A3 de volume e “pocket” 2 com
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45,05A° de volume). A fusio destes bolsos originou um novo “pocket” de volume igual
a 100,35A° e 4rea de superficie equivalente a 381,44A%, como mostrada na figura 6. Os
residuos adjacentes a este “pocket” (3 distancias de menos de 6A) incluem, além do
E89, mais dois residuos carregados negativamente (Glu 177 e Glu 74 da cadeia F), trés
residuos carregados positivamente (Arg90 e Lys45 da cadeia A e Arg180 e Arg80), oito
residuos apolares (Ile162, Vall65, Leul72 e Ile173 da cadeia F, Ala22, Gly23, leu24 e
Ala92 da cadeia A) e trés residuos polares (GIn88 e Asn87 da cadeia A e Gln 175 da
cadeia F).

Com isso, seguindo a estrutura do “pocket” no que diz respeito aos limites deste
¢ tamanhos de 4tomos, foram desenhadas cerca de 40 estruturas quimicas de formacos
que possivelmente interagiriam com a regifio mencionada, principalmente com os
residuos-alvo preditos e localizados proximos ao “pocket” (E89 (residuo exclusivo de
X1), R90 e E74 (residuos exclusivos de Proteobactérias patogénicas)). O trabalho se
iniciou com o desenho de quatro estruturas-base usando o programa ChemDraw

(http://www.cambridgesoft.com/) e modelagem da estrutura tridimensional no médulo

Chem3Dpro. Este médulo permitiu, ainda, que as pequenas moléculas modeladas em
3D passassem por minimizagdo de energia e dinimica molecular para atingir uma
conformagfo estrutural aceitivel. Estas estruturas desenhadas tém em comum certas
caracteristicas: presenca de duas extremidades ciclicas, que podem ser: anel de cinco
carbonos e anel de seis carbonicos (aromético ou nio), para interagio com residuos
apolares e ocupar os espagos largos do “pocket”, uma regido carbonica espagadora entre
os aneis (entre quatro e cinco carbonos), um grupo carboxila ionizvel ligado a um dos
anéis para interagio (preferencialmente de ordem eletrostatica) com a Arg90, mais
proxima do “pocket”, um ou dois grupos amina ioniziveis para interagio com os
residuos polares e negativos e presenga ou auséncia de grupo hidroxila.

Foi ento realizada uma simulagdo de “docking” (com ligante flexivel) usando-
se o programa MVD, centrado no “pocket” mencionado e com um raio de espago de
busca de 15A. O algoritmo de célculo de “score” usado foi o MolDock Score [GRID],
usando uma resolugdo de Grid de 0,3A (avaliando o ligante por meio de Interagdes
internas de pontes de hidrogénio, interagdes eletrostiticas e torgdes Sp’-Sp?). O
algoritmo de busca e “docking” usado foi o MolDock Optimizer (que é uma

implementagdo de uma variagfio do algoritmo evolucionario), com 10 rodadas, tamanho
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REIVINDICACAO

1. Método de identificagdo de alvos protéicos caracterizado pelas seguintes etapas: (i)

selecdo de pelo menos uma seqiiéncia de aminoacidos constituidora de mondmero de
PilT; (ii) desenvolvimento de um modelo computacional tridimensional da estrutura
homo-hexamérica de PilT; (iii) analise computacional para determinar os residuos de
aminodcidos formadores de interface (IFR) e suas caracteristicas fisico-quimicas e
estruturais para todas as cadeias dos modelos de complexos hexaméricos gerados; (iv)
selecio das regides a serem usadas como alvos terapéuticos (e alvos terapéuticos
preferenciais) na interface entre os mondmeros baseada na intensidade dos seguintes
pardmetros: (a) energia de contatos interfaciais, (b) exposi¢do, em 4rea em complexo,
(c) propensidade do aminodcido-alvo em estabelecer pontes de hidrogénio (como
doador ou aceptor), (d) propensidade do amino4cido-alvo em estabelecer contatos de
cunho eletrostatico, (€) preferencialmente, presenca em “pockets” (em isolagdo ou em
complexo), (f) preferencialmente, que estejam presentes somente em organismos-alvo
em relagdo a organismos ndo patogénicos; (v) desenho computacional de farmacos ou
agroquimicos baseado em estrutura-alvo, seja através dos métodos de novo descritos, ou

com base em estruturas conhecidas através de “virtual screening”.
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RESUMO
“IDENTIFICAGCAO DE ALVOS TERAPEUTICOS PARA DESENHO COMPUTACIONAL
DE DROGAS CONTRA BACTERIAS DOTADAS DA PROTEINA PILT”.

A presente invengdo se refere a um método para identificar regides alvo existentes na
interface de mondmeros constituintes da proteina PilT com o objetivo de desenhar moléculas
potencialmente aplicdveis no comprometimento da atividade desta proteina, controlando,
assim, processos infecciosos. O método € caracterizado pela (i) selegdo de pelo menos uma
seqiiéncia de aminoacidos constituidora de mondmero de PilT; (ii) desenvolvimento de um
modelo computacional tridimensional da estrutura homo-hexamérica de PilT; (iii) analise
computacional para determinar os residuos de aminoacidos formadores de interface (IFR) e
suas caracteristicas fisico-quimicas e estruturais para todas as cadeias dos modelos de
complexos hexaméricos gerados; (iv) selegio das regides a serem usadas como alvos
terapéuticos (e alvos terapéuticos preferenciais) na interface entre os mondmeros baseada na
intensidade de determinados parimetros; (v) modelagem computacional para o desenho de
moléculas potencialmente capazes de efetuar ligagdes e/ou interagdes entre regides alvo dos
mondmeros. Notadamente, algumas das principais aplicagdes desta tecnologia consistem no
combate a bactéria Xylella fastidiosa, agente etiologico da Clorose Variegada dos Citrus
(CVC ou Amarelinho), e a doenca de Pierce. "
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