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Resumo

A tuberculose (TB) é a principal causa de ébito por infeccdo bacteriana em todo o mundo. O
uso irracional dos farmacos anti-TB contribui para aquisi¢do de resisténcia em linhagens de
Mycobacterium tuberculosis (Mtb) e ndo se tem registro de novos farmacos anti-TB nas Gltimas
duas décadas. Proteinas PE/PPE sdo fundamentais no processo infeccioso e no metabolismo
energético do Mtb, portanto se caracterizam como alvos de novos farmacos. O objetivo foi
analisar dados disponiveis sobre as estruturas das proteinas PE/PPE de Mtb. Trata-se de uma
revisdo integrativa, e a metodologia consistiu em busca e analise de trabalhos completos
publicados no periodo de 1998 a 2018. Foram analisados 23 artigos. Proteinas PE/PPE
apresentam alta solubilidade em compostos polares dificultando sua analise. A bioinformética
atua como importante ferramenta na elucidacao estrutural e funcional das proteinas; bem como
na descricdo das interagdes farmaco-proteina, minimizando os efeitos adversos dos ensaios
clinicos e 0 uso de animais em pesquisa. A bioinformatica é de grande valia na prospeccao de
novos antibioticos especialmente nesse contexto que se registra aumento dos casos de infeccéo
resistente. Acreditamos que a robustez de dados obtidos pela técnica de criomicroscopia possa
garantir a analise mais completa das proteinas PE/PPE.

Palavras-chave: Epitopo; Protedmica; Resisténcia antimicrobiana.
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Abstract

Tuberculosis (TB) is leading cause of death from bacterial infection worldwide. Irrational use
of anti-TB drugs contributes to acquisition of resistance in Mycobacterium tuberculosis (Mtb)
strains and there has been no record of new anti-TB drugs in the last two decades. PE/PPE
proteins are fundamental in the infectious process and in the energy metabolism of Mtb,
therefore they are characterized as targets of new drugs. The objective was to analyze available
data on the structures of Mtb PE/PPE proteins. It is an integrative review, the methodology
consisted of searching and analyzing complete papers, published from 1998 to 2018. Twenty
three articles were applicable. PE/PPE proteins have high solubility in polar compounds,
making their analysis difficult. Bioinformatics acts as an important tool in the elucidation and
structural function of proteins; as well as in the description of drug-protein interactions,
minimizing the adverse effects of clinical trials and the use of animals in research.
Bioinformatics is of great value in the search for new antibiotics, especially in this context
where there is an increase in cases of resistant infection. We believe that the robustness of data
obtained by the cryomicroscopy technique guarantees the most complete analysis of PE/PPE
proteins.

Keywords: Antimicrobial resistance; Epitope; Proteomics.

1. Introducao

A tuberculose (TB) configura-se como a principal causa de ébito por infeccdo bacteriana
de Unico agente em todo o mundo. Em 2018 foram registradas 1,4 milhGes mortes
exclusivamente por TB e a notificacao de 10,4 milhdes de novos casos da doenca (WHO, 2019).
A TB ¢é passivel de cura obtida por meio da adesdo ao tratamento, que no Brasil é ofertado
gratuitamente pelas Uunidades Basica de Saude - UBS (BRASIL, 2019).

O uso irracional dos farmacos anti-TB estabelece condigdes favoraveis para a evolugdo das
linhagens de Mth, que se tornam resistentes aos antibi6ticos empregados na terapéutica da
doenca (ALIPANAH et al., 2018). O fendmeno de resisténcia aos farmacos anti-TB é fator
complicador no enfretamento da TB pois prolonga, onera e dificulta seu controle e tratamento,
e portanto é considerado como um urgente problema de satde publica em escala mundial. O
ultimo relatério da Organizacdo Mundial da Satide (OMS) sobre TB revela ocorréncia de 484
mil casos de TB resistente em todo 0 mundo; recomenda medidas que minimizem o surgimento
de novos casos e o correto tratamento daqueles que ja existem (WHO, 2019).

Dentre as medidas mitigadoras para o tratamento das formas clinicas de TB resistentes
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adota-se tratamentos com tempo menor de duracdo e a inclusdo de farmacos mais agressivos
como a clofazimina e bedaquilina, que ainda aguardam liberac&o para uso em territorio nacional
(SILVAZet al., 2020). O registro de producéo dos antibidticos remetem a década de 80, revelando
a necessidade e urgéncia na prospecgdo de novos farmacos anti-TB (STURKENBOOM et al.,
2018).

Os programas de bioinformatica atuam como importantes ferramentas na elucidacdo de
novos alvos terapéuticos, haja vista sua capacidade de produzir dados a respeito das interagdes
farmaco-proteina com rapidez e confianga, minimizando o uso de modelo animal nas
experimentacdes, bem como o aparecimento dos efeitos adversos que ocasionalmente sdo
relatados nos ensaios clinicos conduzidos em humanos (NUNES, 2015). Nessa perspectiva,
analise da estrutura e funcdo de proteinas centrais (hub) no metabolismo e/ou transmisséo de
microrganismos sao requeridas e incentivadas (PITASSI et al., 2014).

A familia génica PE/PPE (proline-glutamic acid e proline-proline-glutamic acid,
respectivamente) codificam as proteinas transmembranas no Mtb, as quais desempenham
importante papeis durante etapas da infeccdo e ao longo do curso da TB (PHERLAN et al.,
2016). Dada a sua importancia para a fisiologia e para 0 metabolismo do Mtb, as proteinas
PE/PPE podem atuar como eventuais alvos moleculares dos novos tratamentos anti-TB

(LANGERMANS et al., 2005).
2. Material e Métodos

Trata-se de uma revisdo integrativa da literatura sobre a estrutura das proteinas PE/PPE
sintetizadas pelo Mtb. A coleta de dados foi realizada por meio de buscas por artigos publicados
em bases como: PubMed, Scielo, LILACS, no periodo de 1998 a 2018. Os descritores utilizados
foram: “estrutura e funcéo das proteinas PE/PPE”; “desenvolvimento de novos farmacos anti-
TB” e “mecanismo de a¢do dos farmacos anti-TB” nos idiomas portugués e inglés.

Os critérios de inclusdo foram: a) fator de impacto/qualis do periddico; b) trabalhos
completos. E os criterios de exclusdo foram: a) publicacdes anteriores a 1998; b) material de
divulgacdo elaborado por empresa farmacéutica/centro de pesquisa responsaveis por produzir

ou distribuir farmacos anti-TB. Também foram utilizados manuais de controle e tratamento da
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TB elaborados por 6rgdos competentes.

A anélise dos artigos selecionados seguiu a metodologia proposta por Minayo (2001), que
se dividem em 3 etapas, a saber: analise prévia do conteudo apresentados pelos autores
(organizacdao dos dados); exploragdo do contetido de cada artigo (leitura e confronto dos dados

apresentados pelos autores) e tratamento dos dados (interpretacdo das informacdes obtidas).
3. Resultados

Inicialmente foram encontrados 100 artigos, mas apenas 23 se enquadraram Nnos critérios
adotados. A leitura dos trabalhos supracitados possibilitou estabelecer 4 topicos, aqui
considerados como estruturantes no entendimento sobre a estrutura das PE/PPE, a saber: i)
estrutura da familia génica PE/PPE; ii) atuacdo das proteinas PE/PPE no processo infeccioso e
metabolismo do Mtb; iii) mecanismos dos farmacos anti-TB e iv) prospeccao de farmacos anti-

TB com atuacgéo sobre as PE/PPE (Tabela 1).

Tabela 1. Descricao dos topicos estruturantes sobre a estrutura e atuacdo das proteinas PE/PPE
produzidas por M. tuberculosis (Mth) e do mecanismo de acdo dos farmacos anti-TB ja
empregados no tratamento da doenca.

Topicos Descricao
Estrutura quimica ainda ndo esta totalmente elucidada
Proteinas PE apresentam 2 hélices entrelacadas com as hélices da
Estrutura da familia genica proteina PPE
PE/PPE Apresentam residuos de Pro-Glu (PE) e motif Pro-Pro-Glu (PPE)
préximos ao N-terminal;
Dificil purificacdo dada a alta solubilidade em compostos polares.
Participam de diferentes estagios do ciclo de infeccdo (fase latente
ou ativa da doenga) do Mtb;
Atuacdo das proteinas PE/PPE Atuam na captacdo de moléculas energéticas (colesterol),
durante a infeccéo por Mth necessarias para o metabolismo do Mth
Participa de mecanismos de evasdo da resposta imune do
hospedeiro.

Mecanismo de acdo dos farmacos Os farmacos (12 e 22 linhas) até entdo empregados no tratamento
anti-TB sobre proteinas PE/PPE  da TB ndo surtem qualquer efeito sobre as proteinas PE/PPE.

Prospec¢do de outros farmacos N&o h& relatos sobre a producdo de farmacos cujo alvo seja a
gue atuem sobre PE/PPE estrutura ou fungéo das PE/PPE.
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4. Discussao
A estrutura das proteinas PE/PPE foi descrita como um entrelacado de hélices que se
inserem na parede celular do Mtb e apresenta alta solubilidade em compostos polares

(OVERBEEK et al., 1999; STRONG et al., 2006), como ilustra a Figura 1.

108

Red = PE protein
= Blue = PPE protein f\\
b— 26 A—| Tyr 139 PPE

Figura 1. Estrutura das proteinas da familia génica PE/PPE. a - Estrutura tridimensional
especifica de PE em vermelho e PPE em azul; b - Vista superior das enzimas PE/PPE; ¢ - A
sequéncia motif das proteinas da familia génica PE/PPE e d - regides de polaridade em amarelo
e vermelho e de apolaridade em azul das proteinas PE/PPE. Fonte: STRONG et al, 2006.

As proteinas PE/PPE tem estruturas homologas entre si e séo membros da familia génica
gue atuam na patogenia e viruléncia do Mtb (REED et al., 2009; WOODWORTH et al., 2016).
As referidas proteinas sdo caracterizadas pela presenca de sequéncia bem conservada e
homologa de aminoacidos no N-terminal, cujo dominio é evidenciado pela presenca de pro-glu
(prolina-glutamina) nas posicOes 8 e 9 das proteinas PE, e pela presenca de pro-pro-glu (prolina-
prolina-glutamina) nas proteinas PPE (BRENNAN et al., 2001; GORDON et al., 2001).

Apesar de ainda ndo haver um consenso sobre o papel biolégico das PE/PPE
(RANAKRISHNAN, 2000; AKHTER et al., 2012; CHEN et al., 2017) dados de homologia

evidenciam vantagens bastante significativas par ao Mtb proporcionadas por estas proteinas em
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momentos cruciais no processo infeccioso, especialmente durante 0 momento da invasao nas
células hospedeiras (BRENNAN et al., 2001; GORDON et al., 2001).

Entre outas fungdes as PE/PPE também sdo capazes de induzir forte resposta imunologica
no individuo hospedeiro (DELOGUE & BRENNAN, 2001; CHAKHAIYAR et al., 2004; LI et
al., 2004; KHAN et al., 2008); captam eficientemente as moléculas destinadas ao processo
oxidativo do metabolismo energético do Mth apos a invasao na célula hospedeira (KHUBAID
et al., 2016; AHMAD et al., 2018); participa do processo de aquisicdo de resisténcia aos
farmacos anti-TB (KOHLI et al., 2012).

De modo geral as PE/PPE garantem condi¢Ges de sobrevivéncia do Mtb apesar das
condicBes hostis imposta pelas células durante a resposta de defesa do individuo infectado
(PERDIGAO et al., 2014; TUNDUP & MOHAREER, 2014). Apesar das importantes atuacdes
desempenhadas pelas proteinas PE/PPE nenhum dos farmacos j& empregados na 12 e 22 linhas
de tratamento anti-TB tem acdo sobre a estrutura ou funcdo dessas proteinas (DALCOMO,
2012; BRASIL, 2019). A Tabela 2 sumariza os farmacos e seus respectivos mecanismos de
acao.

Tabela 2. Caracterizagdo dos farmacos empregados no tratamento anti-TB com seus
respectivos mecanismos de acao.

GRUPOS FARMACO MECANISMO DE AC;AO
rifampicina (R), Inibe a sintese do RNAmM

Grupo 1: Medicamentos isoniazida (H), In!be a/smtese do aC|.do micolico,
orais de primeira linha etambutol (E), Inibe sintese do arabinogalactano

pirazinamida (2) Inativa atividade enzimatica de Mtb

canamicina (C), amicacina (Am),

Grupo 2: Medicamentos '
capreomicina (Cap)

Se ligam a subunidade ribossémica

injetaveis inativando sintese proteica do Mtb
G 3 ofloxacino (Ofx), levofloxacino Bl i dulicacio do DNA
rupo s (Lfx), moxiflaxacino (Mn) oquela - duplicacao do
Fluoroquinolonas micobacteriano

etionaminda (Et); protionamida
cicloserina (Cs), teridizona (Trd)
Acido p-amiosalicilico (PAS)

Grupo 4: Medicamentos
orais bacteriostaticos 2°
linha

Inibe sintese de acido micélico

FONTE: Adaptada de DALCOMO, 2012; BRASIL, 2019.
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Considerando que a TB € um grave problema de salde pablica e que o registro das formas
resistentes da doenca tem aumentado mundialmente (WHO, 2019), entende-se a urgéncia na
prospeccdo de novas drogas destinadas ao combate da TB.

A producdo de novos farmacos esbarra na complexidade inerente a sua sintese e pelo
elevado custo para sua obtencdo, mas especialmente devido as interacGes farmacocinéticas
passiveis de ocorrer ao longo do processo. Todavia. a busca por novos farmacos conta com 0s
avancos na quimica biologica que melhor descreve as interacdes metabdlicas e fisioldgicas das
moléculas com seus respectivos alvos moléculas, e com a expressiva contribuicdo das
ferramentas oferecidas pelos programas computacionais (NUNES, 2015).

Andlises estruturais de proteinas centrais (chamadas de hub) no metabolismo e/ou
transmissdo de microrganismos vem sendo amplamente analisadas por ferramentas de
bioinformatica e utilizadas na elucidagdo de novos farmacos (PITASSI et al., 2014). As
atividades desempenhadas pelas proteinas PE/PPE possibilitam classifica-las como proteinas
centrais na infeccdo e no metabolismo do Mtb, porém néo existem, ou pelo menos ndo foram
encontrados estudos destinados a prospec¢do de novos farmacos anti-TB destinados a alterar a
estrutura ou interferir na atividade destas proteinas.

A maior dificuldade de estudar as proteinas PE/PPE consiste na sua alta solubilidade em
compostos polares que restringe ou inviabiliza sua andlise por técnicas convencionalmente
utilizadas (STRONG et al, 2006). Uma alternativa para analise dessas proteinas pode ser o
emprego da criomicroscopia eletronica, técnica que possibilita analisar as proteinas em
diferentes estados conformacionais de maneira robustas em comparacdo as demais

metodologias analiticas descritas até o momento (VILAS et al., 2018).

5. Perspectivas futuras

Os avangos na oferta da internet mais veloz e com capacidade aumentada de geracgéo e
importacdo de dados (internet 5G); as melhorias nas ferramentas dos programas de
bioinformética e a aplicacdo de técnicas de microscopia eletronica de altissima resolugdo
contribuem para a prospeccao de novos farmacos e na discriminagdo de seus potenciais alvos

moleculares. Esperamos que toda a tecnologia disponivel possa ser utilizada na elucidagéo de
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tratamentos mais eficientes contra doencas como a TB.
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