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APRESENTACAO

Esta dissertacdo ¢ composta de um artigo cientifico, que em consonancia com as
regras do Programa de Pos-graduacdo em Ciéncias Bioldgicas da Universidade Estadual
de Maringa (UEM), foi redigido de acordo com as normas da revista de interesse.

O artigo intitulado “Investigagdo in silico da ligagdo da piperina na RNA-
polimerase de Mycobacterium leprae e possivel sinergismo com rifampicina:
Modelagem, Docking e Dinamica Molecular” que sera submetido a revista Journal of
Molecular Modeling e inicia com uma introducdo sobre a doenca causada pelo
Mycobacterium leprae e segue com a caracteriza¢do da enzima alvo do trabalho, a RNA-
polimerase bacteriana, juntamente com a justificativa de sua utilizacdo em todos o0s

processos computacionais realizados.



RESUMO GERAL

A hanseniase é uma doencga crénica causada pelo microrganismo Mycobacterium
leprae e, apesar de ser uma doenca curavel pelo uso de terapia multidroga (dapsona,
rifampicina e clofazimina), permanece como um problema de salde publica em paises
em desenvolvimento. Além disso, o surgimento de linhagens resistentes aos antibioticos
tem dificultado ainda mais o combate a este microrganismo. Assim, novas estratégias de
tratamento precisam ser desenvolvidas. Uma estratégia promissora baseia-se no
sinergismo entre antibioticos, onde a coadministracdo de duas ou mais substancias causa
um efeito de maior poténcia do que quando administradas isoladamente. Recentemente,
0 grupo de pesquisa da Dra. Rosilene Fressatti Carduso do DAB/UEM descobriu que a
piperina, composto bioativo encontrado na pimenta-preta (Piper nigrum), possui
sinergismo com rifampicina em Mycobacterium tuberculosis. Estudos in silico sugeriram
que a piperina possa se ligar na estrutura da RNA-polimerase bacteriana, em um local
préximo ao sitio-ativo. Como os genes da RNA-polimerase sdo altamente conservados
em micobactérias, este trabalho teve como objetivo investigar por meio de ferramentas
de bioinformatica, se este mesmo efeito seria observado em Mycobacterium leprae. A
estrutura da RNA-polimerase de Mycobacterium leprae foi modelada a partir da RNA-
polimerase de Mycobacterium tuberculosis (PDB: 5uhg). A partir da estrutura modelada,
foram realizadas simulagdes de docking molecular, de modo a verificar o modo de ligacéo
da piperina no sitio de ligacdo, assim como simulacfes de dinamica molecular, com o
objetivo de avaliar o comportamento e estabilidade da estrutura modelada. Os efeitos da
ligacdo da piperina nos elementos dindmicos do sitio ativo da RNA-polimerase foram
analisados por meio de Analise de componentes principais (PCA) e Dindmica molecular
dirigida (SMD). A partir dos resultados obtidos, foi possivel sugerir que a ligacdo da
piperina pode afetar o0 mecanismo de catalise da RNA-polimerase, aumentando o efeito

inibitdrio da rifampicina.



GENERAL ABSTRACT

Leprosy is a chronic disease caused by the microorganism Mycobacterium
leprae and, despite being curable by multidrug therapy (dapsone, rifampicin and
clofazimine), it remains a public health problem in developing countries. In addition, the
emergence of antibiotic-resistant bacteria makes the combat of this microorganism an
emergency issue. Thus, new treatment strategies need to be created. A promising strategy
Is based on synergism between antibiotics, where the administration of two or more
substances has a greater potency effect than when administered alone. Recently, the
research group of Dr. Rosilene Fressatti Cardoso DAB/EM discovered that piperine, a
bioactive compound found in black pepper (Piper nigrum), has synergism with rifampicin
in Mycobacterium tuberculosis. The in silico evaluations suggest that piperine binds to
the structure of bacterial RNA polymerase, at a location close to active site. Since the
genes of RNA polymerase are highly conserved in mycobacteria, this work aimed to
investigate if the same effect could be observed in Mycobacterium leprae. The structure
of RNA polymerase from Mycobacterium leprae was modeled using RNA polymerase
from Mycobacterium tuberculosis (PDB: 5uhg) as template. Molecular docking
simulations were carried out using the modeled structure to verifying if piperine binds at
the same site, as well as molecular dynamics simulations in order to assess the behavior
and stability of the modeled structure. The effects of piperine binding on the dynamic
elements of the active site of RNA polymerase were analyzed using Principal Component
Analysis (PCA) and Steered Molecular Dynamics (SMD). The results suggest that the
binding of piperine may affect the mechanism of catalysis of RNA polymerase, increasing

the inhibitory effect of rifampicin.
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MVD
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PPN
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Molegro Virtual Docker

Ciclo de adicdo de nucleotideos (Nucleotide addition cycle)
Componente principal (Principal component)

Analise de componentes principais (Principal component analysis)
Protein Data Bank

Piperina

Rifampicina

Raio de giro (Radius of gyration)

Raiz quadratica média do desvio (Root-mean-square deviation)
Root-mean-square fluctuations

RNA-polimerase

Dinamica molecular dirigida (Steered molecular dynamics)
Trigger-helix

Trigger-loop
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Resumo: A hanseniase é uma doenca crénica causada pelo microrganismo
Mycobacterium leprae e, apesar de ser uma doenca curavel pelo uso de terapia multidroga
(dapsona, rifampicina e clofazimina), permanece como um problema de saude publica
em paises em desenvolvimento. Além disso, o surgimento de linhagens resistentes aos
antibiodticos tem dificultado ainda mais o combate a este microrganismo. Assim, novas
estratégias de tratamento precisam ser desenvolvidas. Uma estratégia promissora baseia-
se no sinergismo entre antibioticos, onde a coadministracdo de duas ou mais substancias
causa um efeito de maior poténcia do que quando administradas isoladamente. A
literatura relata que a piperina, composto bioativo encontrado na pimenta-preta (Piper
nigrum), possui sinergismo com rifampicina em Mycobacterium tuberculosis. Assim, foi
sugerido que a piperina possa se ligar na estrutura da RNA-polimerase bacteriana, em um
local préximo ao sitio-ativo. Como o0s genes da RNA-polimerase sdo altamente
conservados em micobactérias, este trabalho teve como objetivo investigar por meio de
ferramentas de bioinformética, se este mesmo efeito seria observado em Mycobacterium
leprae. A estrutura da RNA-polimerase de Mycobacterium leprae foi modelada a partir
da RNA-polimerase de Mycobacterium tuberculosis (PDB: 5uhg). A partir da estrutura
modelada, foram realizadas simulac¢6es de docking molecular, de modo a verificar o modo
de ligacdo da piperina ao sitio de ligacdo proposto. Também foram realizadas simulagdes
de dindmica molecular, com o objetivo de avaliar o comportamento e estabilidade da
estrutura modelada. Os efeitos da ligacdo da piperina nos elementos dindmicos do sitio
ativo da RNA-polimerase foram analisados por meio de Analise de componentes
principais (PCA) e Dinamica molecular dirigida (SMD). A partir dos resultados obtidos,
foi possivel sugerir que a ligacdo da piperina pode afetar o0 mecanismo de catélise da

RNA-polimerase, aumentando o efeito inibitério da rifampicina.

Palavras-chave: Mycobacterium leprae, piperina, dinamica molecular.
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Introducao

A hanseniase (também conhecida como lepra) é uma doenca cronica causada pelo
microrganismo Mycobacterium leprae, e pode afetar os nervos periféricos, a pele e outros
Orgdos, em casos mais severos (Mohanty et al., 2018). Apesar de ser uma doenca curavel
pelo uso de terapia multidroga (dapsona, rifampicina e clofazimina), a lepra permanece
como um problema de satde puablica na América do Sul, Africa, sul e sudeste Asiatico e
Micronésia, sendo que mais de 200.000 casos de hanseniase sdo relatados todo ano
(Benjak et al., 2018). Além disso, o surgimento de linhagens resistentes aos antibioticos
de primeira linha, como a rifampicina (RFP), tem dificultado ainda mais o combate a este
microrganismo. Assim, novas estratégias de tratamento precisam ser desenvolvidas. Uma
estratégia promissora baseia-se no sinergismo entre antibioticos, onde a coadministracdo
de duas ou mais substancias causa um efeito de maior poténcia comparado a sua
administracdo de forma isolada (Kohanski, Dwyer e Collins, 2010). Recentemente,
Hegeto e colaboradores relataram que a piperina (PPN) possui sinergismo com RFP em
Mycobacterium tuberculosis, sendo descrito como um inibidor de bomba-de-efluxo (EPI)
(Hegeto et al., 2018). A PPN, composto bioativo encontrado na pimenta-preta (Piper
nigrum), exibe diversos efeitos terapéuticos, como atividade anti-inflamatdria,
antioxidante, além de aumentar a eficacia de anti-microbianos (Hegeto et al., 2019). Em
2001, Balakrishnan demonstrou que a PPN aumenta a inibicdo da RNA-polimerase
(RNAp) pela RFP em Mycobacteriun smegmatis (Balakrishnan, Varma e Chatterji,
2001). No entanto, o estudo sugeriu que a PPN se ligaria no mesmo sitio de ligacdo que
a RFP.

Recentemente, Murase e colaboradores investigaram a possibilidade da ligacéo da
PPN em um sitio localizado entre as subunidades B e B> da RNAp de Mycobacterium
tuberculosis, por meio de simulacgdes de docking molecular (Murase et al., 2019). Este
sitio de ligacdo foi descrito em Mycobacterium tuberculosis por Lin e colaboradores (Lin
et al., 2017), assim como sua estrutura tridimensional resolvida em complexo com a
molécula D-AAP1 (88G). Apesar de ndo possuirem uma alta semelhanga estrutural
(indice de Tanimoto de 0.173), PPN e 838G possuem pesos moleculares proximos (285,34
e 358,17 g/mol, respectivamente), 0 que permite que encaixem nos mesmos sitios de
ligagdo, além de apresentarem scores e modos de ligagdo semelhantes nas simulagdes de
docking. Como os genes das subunidades da RNAp séo altamente conservados, propomos

a hipdtese de que 0 mesmo sinergismo seja possivel em outras micobactérias.
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A RNAp bacteriana é composta de 5 subunidades conservadas nos trés dominios
da vida (Archaea, Bacteria e Eukarya) (Murakami, 2015). A forma mais simples e bem
caracterizada deste complexo enzimatico consiste de duas cépias da subunidade a, uma
subunidade B, B’ e . Juntamente com o fator de transcri¢cdo o, formam a holoenzima
RNAp. O sitio ativo da RNAp é localizado na subunidade B’, sendo formado por
elementos conservados que atuam em conjunto durante o ciclo de adigéo de nucleotideos
(NAC). Entre estes elementos, destacam-se o trigger-loop (TL), que na etapa de inser¢ao
do nucleotideo enovela-se em trigger-helix (TH), e a bridge-helix, que sofre mudancas
conformacionais durante a etapa de translocacdo (Brueckner, Ortiz e Cramer, 2009). O
sitio de ligacdo do 88G é formado por residuos que compde uma porcdo da BH, e a
atividade inibitoria de ligantes neste sitio esta relacionada com a restricdo da dindmica

conformacional da BH causada pelas interagdes com estas moléculas (Lin et al., 2017).

Devido ao seu papel fundamental na expressdao génica, a RNAp é um alvo
importante no desenvolvimento de antibioticos, tendo sua estrutura tridimensional
resolvida em organismos como Mycobacterium tuberculosis (Lin et al., 2017), Thermus
thermophilus (Vassylyev et al., 2007) e Escherichia coli (Abdelkareem et al., 2019). No
entanto, a estrutura da RNAp de Mycobacterium leprae permanece pouco estudada,
devido principalmente a dificuldade do estudo in vitro deste organismo, por este ser um
patogeno intracelular obrigatério (Benjak et al., 2018). Este fato, juntamente com as
informacdes estruturais proporcionadas e baixo custo relativo, justificam a abordagem in

silico empregada neste trabalho.

Assim, neste trabalho, para investigar uma possivel ligacdo da PPN na RNAp de
Mycobacterium leprae, a estutura do complexo enzimatico foi modelada, por mutacGes
pontuais, a partir da estrutura da RNAp de Mycobacterium tuberculosis. Foram realizadas
simulacgdes de docking molecular, assim como simulagfes de dinamica molecular (DM),
para avaliar a estabilidade e as interacdes da PPN com a RNAp de Mycobacterium leprae.
A partir das trajetorias obtidas pelas simulagcdes de DM, foram realizadas analises de
componentes principais (PCA) e simulac6es de dindmica molecular dirigida (SMD), para
analisar os efeitos da ligagdo da PPN na estrutura modelada da RNAp.
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Metodologia

Modelagem da RNAp de Mycobaterium leprae

A modelagem da RNAp de Mycobacterium leprae foi realizada utilizando-se
como referéncia a estrutura de RNAp de Mycobacterium tuberculosis em complexo com
RFP, D-AAP1 (88G) e DNA (PDBId: 5uhg) (Lin et al., 2017). As sequéncias dos genes
de cada subunidade da RNAp de Mycobacterium leprae (cepa TN) foram obtidas pelo
banco de dados Uniprot (Bateman et al., 2017) (rpoA: Q9X798 — subunidade a; rpoB:
P30760 — subunidade B; rpoC: P30761 — subunidade B’; rpoZ: Q9CCQ6 — subunidade w;
rpoT: Q7AQB1 - fator ¢ (SigA). Foi realizado um alinhamento entre os genes de
Mycobacterium leprae e Mycobacterium tuberculosis (rpoA: POWGZ1, rpoB: POWGY9,
rpoC: POWGY7, rpoZ: POWGYS5, sigA: POWGIL), utilizando o ClustalOmega (Sievers e
Higgins, 2014) (Figuras S1, S2, S3, S4 e S5, material suplementar). Na estrutura do fator
o de Mycobacterium tuberculosis (5uhg), estavam presentes apenas os aminoacidos de
nimero 205 a 528, portanto, apenas esta porcdo da sequéncia do gene rpoT foi
considerada no alinhamento. Todas as subunidades apresentaram identidade superior a
90%, assim, os residuos de aminoacidos foram substituidos por mutagdes pontuais no
programa Coot (Emsley e Cowtan, 2004). Nenhuma das mutac6es afetaram o sitio de
ligagdo do ligante cristalografico 88G. Na subunidade ’, a estrutura do segmento trigger-
loop (residuos 1011 — 1026) estava ausente. Portanto, este loop foi modelado por
homologia nas conformacdes aberta (trigger-loop) e fechada (trigger-helix), usando o
programa Modeller (Webb e Sali, 2017). Para modela-lo na conformacédo aberta, utilizou-
se a sequéncia do gene rpoC de Mycobacterium leprae. Ja para modelar a conformacéo
fechada, juntamente com ATP, foi utilizado como referéncia a estrutura de RNAp de
Thermus thermophilus (PDBid: 205j) (Vassylyev et al., 2007) (Figura S6, material
suplementar). Foi corrigido a cadeia lateral do residuo de Asp429 que também estava

ausente na estrutura do fator o.

Docking molecular

De forma a avaliar o modo e o score de ligacdo da PPN ao sitio alvo da estrutura
modelada, foram realizados estudos de docking molecular, utilizando os programas
Autodock (Forli et al., 2012), implementado na interface grafica PyRx 0.9 (Dallakyan e
Olson, 2015) e Molegro Virtual Docker (MVD) (Thomsen e Christensen, 2006). Os

protocolos de docking foram validados pelo redocking do ligante 88G na estrutura
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modelada da RNAp de Mycobacterium leprae, em ambos 0s programas, em quatro
repeticdes (Tabela S1, material suplementar). No Autodock, utilizou-se o algoritmo
genético lamarckiano (Lamarckian GA) como algoritmo de busca, e Autodock Score
como algoritmo de ranqueamento. A caixa de busca foi centralizada no ligante 88G, com
dimensdes de grid de 50 nos eixos x, y e z (espagamento de 0,375 A). O nimero de
corridas (GA runs) foi aumentado para 50 e 0 niUmero maximo de avaliagdes de energia
para 2.500.000 (medium). J& no MVD, foi utilizado o algoritmo Iterated Simplex como
algoritmo de busca, e PLANTS Score [Grid] como algoritmo de ranqueamento, raio de
busca de 15 A e os outros parametros foram mantidos como padréo (default). O protocolo
foi considerado valido quando as poses de maior afinidade apresentaram RMSD menor
que 1 A em relacdo a pose da estrutura cristalogréfica, nas quatro repeticées (Tabela S1,
material suplementar). Os protocolos validados foram entdo aplicados no docking da
PPN.

Simulacgdes de Dindmica Molecular

A dindmica molecular (DM) consiste em resolver numericamente as equacdes de
movimento de Newton em funcdo do tempo. A partir de uma estrutura inicial, calcula-se
as forcas atuantes nos atomos que comple o sistema e, assim, determina-se a sua
trajetoria. Pela analise das trajetorias obtidas, é possivel verificar a estabilidade das
conformacBes geradas, bem como observar as interacdes que a estabilizam. Neste
trabalho, as simulacbes de DM foram realizadas utilizando o pacote de programas
NAMD/VMD (Phillips et al., 2005) e campo de forcas CHARMM (Brooks et al., 2009),
em condicgdes de pressdo e temperatura constantes (1 atm, 300 K) e tempo de integragéo
de 2 fs por passo de tempo. Os arquivos de campo de forca dos ligantes (88G, RFP e
PPN) foram gerados pelo servidor SwissParam (Zoete et al., 2011), e as cargas parciais
de Mulliken calculadas pelo programa Orca 4.1 (Neese, 2012), utilizando o método
B3LYP/6-311G e modelo de solvatacdo SCP. As estruturas foram virtualmente imersas
em uma caixa em condi¢Ges de contorno periodicas com agua TIP3, com margens a, pelo
menos, 10 A de distancia da superficie mais externa da proteina. As cargas dos sistemas
foram neutralizadas pela adi¢do de contraions Na ou Cl. Em seguida, os sistemas foram
minimizados nas seguintes etapas: i) 20 mil passos de minimizacdo por gradiente
conjugado, com as moléculas de DNA, sais e ligantes fixos no espaco; ii) 20 mil passos

de minimizagdo por gradiente conjugado, com todos os atomos livres; iii) 60 ps de
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equilibracdo, com apenas moléculas do solvente livres e iv) 50 mil passos de
minimizacao, com todos os atomos livres. Apos estas etapas, foram realizadas simulagdes
de DM de 50 ns (25 milhdes de passos de equilibrio), no supercomputador SDumont
(LNCC - RJ). As trajetdrias foram analisadas em termos de RMSD (root-mean-square
deviation) e Raio de Giro (Rgyr), de modo a verificar a estabilidade da estrutura em relagéo
a conformagdo inicial. Além disso, foram avaliadas as flutua¢6es dos Ca de cada residuo
durante as simulacdes (RMSF, root-mean-square fluctuation), assim como a frequéncia

de contato dos residuos do sitio de ligagdo com os ligantes.

Analise de Componentes Principais

A Anélise de Componentes Principais (PCA) é um método estatistico
multivariado de reducdo de dimensionalidade, que utiliza transformacdes lineares para
obter um nimero menor de variaveis, a partir de uma matriz de covariancia (Wang et al.,
2019). Quando aplicadas em trajetorias de proteinas obtidas por simulac@es de DM, este
processo é denominado Dindmica Essencial, pois os movimentos “essenciais” da proteina
sdo extraidos do conjunto de conformacg6es (David e Jacobs, 2014). Neste caso, a matriz
de covariancia € construida a partir das coordenadas Cartesianas que descrevem a
trajetéria do sistema. Para realizar a PCA, as conformacfes da trajetoria foram
sobrepostas de modo a eliminar 0s movimentos rotacionais e translacionais. Realizou-se
a decomposicao de autovalores da matriz de covariancia para obter o conjunto de modos
coletivos ortogonais, 0s autovetores (eigenvectors), e seus respectivos autovalores
(eigenvalues), que caracterizam uma porcdo do movimento, onde autovalores maiores
descrevem movimentos de maior escala espacial. Quando os dados originais sdo
projetados em um autovetor, o resultado é chamado de componente principal (PC), sendo
0s componentes principais ordenados de forma decrescente de autovalores. Este método
foi utilizado para analisar as dinamicas essenciais do elemento estrutural bridge-helix, na
auséncia e presenga da PPN e 88G, na estrutura da RNAp de Mycobacterium leprae, com
a TH nas conformaces aberta e fechada. Foram considerados nos calculos apenas as
coordenadas dos a&tomos de Ca da bridge-helix (residuos 844 — 880 da subunidade B’), a
partir de 5 ns de simulacdo de DM (ultimos 45 ns, que correspondem a regido de equilibrio
termodinamico). As andlises foram realizadas utilizando o pacote de programas Bio3D
(Grant et al., 2006).
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Dinamica Molecular Dirigida (Steered Molecular Dynamics)

A dindmica molecular dirigida (SMD) consiste em aplicar uma forca externa em
um ou mais dtomos durante uma simulacdo de dindmica molecular, de modo a forgar o
sistema a se afastar de sua condi¢do de equilibrio inicial, e assim, acelerar transi¢des entre
diferentes minimos de energia (Patel et al., 2014). Foram realizadas simula¢Ges de SMD
para analisar a influéncia da ligagéo da piperina no desenovelamento do elemento trigger-
helix, de sua conformacao fechada, para sua conformacao aberta (trigger-loop). Para isso,
foi utilizado o método de tracdo em velocidade constante (constant velocity pulling).
Neste tipo de simulacdo, o atomo a ser tracionado, denominado atomo SMD, ¢ ligado a
um atomo modelo (dummy atom) por uma mola virtual. O atdbmo dummy é entdo movido
a uma velocidade constante e calcula-se a forca exercida entre os dois. As estruturas
iniciais utilizadas nas simula¢6es de SMD foram obtidas a partir das conformacdes em

equilibrio geradas por DM.

Para isso, foram gerados os graficos de calor (heatmap) com os valores de RMSD
all-to-all das trajetdrias dos Ca da subunidade B’ dos complexos RNAp-APO e RNAp-
PPN (Figuras S7) e, a partir destes, verificou-se a ocorréncia de conjuntos de
conformacBes semelhantes (clusters) nas regifes de equilibrio (porcdo mais clara do
grafico). Dessa forma, foram escolhidas as conformacges entre os frames 2200 e 2400
das trajetdrias para gerar uma estrutura média, representativa desta regido, que foi
utilizada nas simulac¢6es de SMD. O Ca do residuo Gly1021 foi escolhido como atomo
SMD, por estar entre as duas hélices da trigger-helix, e ser o residuo mais distante na
conformacdo aberta. Os atomos de Ca dos residuos Pro1006 e Pro1029, localizados na
base das hélices, foram considerados fixos. Pela sobreposicdo das estruturas médias com
a trigger-helix na conformacdo aberta e fechada, o vetor de tracdo (pulling vector) foi
calculado de modo a apontar na diregdo do Ca do residuo Gly1021 da conformacéo
fechada, até o Ca do mesmo residuo na conformacdo aberta. As simulagdes foram
realizadas na presenca e auséncia de PPN, em triplicata, nas mesmas condi¢Ges das
simulacOes de DM descritas anteriormente. O &tomo SMD foi tracionado com velocidade

constante de 0,002 A/ps e constante de elasticidade de 7 kcal/mol/A, durante 10 ns.
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Resultados e Discussao

Modelagem da RNAp de Mycobacterium leprae

A fim de realizar estudos in silico, a estrutura da RNAp de Mycobacterium leprae
foi modelada (Figura 1) a partir da estrutura da RNAp de Mycobacterium tuberculosis, a
qual foi recentemente resolvida em complexo com RFP e D-AAP1 (88G). Como 0s genes
da RNAp bacteriana possuem alto grau de similaridade (rpoB e rpoC apresentam
identidade maior que 95% entre Mycobacterium tuberculosis e Mycobacterium leprae),
a modelagem foi realizada por mutagdes pontuais na estrutura. Pelo gréafico de
Ramachandran, verificou-se que 97% dos residuos no modelo obtido encontram-se em
posicBes permitidas (Figura S8, material suplementar). Na estrutura de referéncia
utilizada (PDB id: 5uhg), o elemento trigger-loop (TL) estava ausente. O TL, juntamente
com a bridge-helix (BH) e F-loop (Figura 2), sdo elementos estruturais altamente
conservados localizados no sitio-ativo da RNAp, e a catalise € dirigida por mudancas
conformacionais coordenadas entre estes elementos (Brueckner, Ortiz e Cramer, 2009).
Durante o ciclo de adicdo de nucleotideos (NAC), a ligacdo do nucleotideo a ser
adicionado é acompanhada por uma transi¢cdo do TL para uma conformacédo fechada,
formada por duas a-hélices chamadas de trigger-helix (TH), facilitando a inserc¢éo do
nucleotideo e a formacdo da ligacdo fosfodiéster (Miropolskaya et al., 2014), conforme
Figura 2. Portanto, neste trabalho, foram construidos modelos com este elemento nas
conformacdes fechada e aberta (Figuras 2a e 2b, respectivamente).

A partir das conformacdes aberta e fechada da estrutura cristalografica da RNAp
de Mycobacterium tuberculosis em complexo com rifampicina (RFP) e 88G, foram
geradas as estruturas modeladas nas mesmas conformagdes da RNAp de Mycobacterium
leprae em complexo com RFP e 88G. A partir destas estruturas foram gerados 0s
complexos apenas com rifampicina (RNAp-RFP), com rifampicina e 88G (RNAp-RFP-
88G) e da RNAp sem ligantes (RNAp-APO). Os complexos com piperina (RNAp-PPN e
RNAp-RFP-PPN) foram obtidos por docking molecular da PPN.
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Fig. 1. Estrutura tridimensional da RNAp de Mycobacterium leprae, modelada a partir da RNAp de
Mycobacterium tuberculosis (5uhg). Em vermelho: subunidade o, laranja: subunidade B, azul claro:
subunidade B, azul escuro: subunidade ®, roxo: fator ¢ (SigA), verde: DNA.
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Fig. 2. Elementos dinamicos do sitio ativo da RNAp modelada de Mycobacterium‘leprae (Laran]a: F
loop, azul: Bridge-helix (BH), vermelho: Trigger-helix (TH)/Trigger-loop(TL). A) Sitio ativo na
conformacdo aberta. B) Sitio ativo na conformacéao fechada.

Docking molecular da PPN no sitio de ligacéo do 88G.

De modo a verificar a ligacdo da PPN na RNAp de Mycobacterium leprae, foram
realizados estudos de docking molecular por meio dos programas Autodock e MVD.
Nestas simulacGes, a PPN e o0 88G apresentaram scores de afinidade proximos (Tabela

S2, material suplementar) e modos de ligacdo semelhantes (Figura S9, material
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suplementar). O sitio de ligacdo do 88G se localiza entre as subunidades 3 e B’, e os
ligantes fazem contato direto com os elementos F-loop e bridge-helix. Os residuos que
compdem este sitio, juntamente com as poses do 88G e PPN podem ser visualizados nas

Figura 3a e 3b, respectivamente.
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Fig. 3. Modos de ligacéo dos ligantes obtidos por docking. A) 88G e B) PPN. Em laranja os residuos
da subunidade $ e em azul os da subunidade /.

Para analisar a estabilidade e as interac6es dos ligantes no sitio de ligacéo, foram

realizadas simulacdes de dindmica molecular.

Simulagdes de Dinamica Molecular.

Todos os complexos de RNAp com ligantes (estando o sitio ativo nas
conformac@es aberta e fechada) foram simulados por dindmica molecular. Pelos graficos
de RMSD, foi possivel verificar que os sistemas alcancaram o equilibrio nos ultimos 10
ns (Figuras S10a e S10b, material suplementar), e os de Rgyr, mostram que a RNAp
permaneceu enovelada durante todas as simulagdes (Figura S10c e S10d, material
suplementar). Os célculos de RMSF, das subunidades B (cadeia C) e B’ (cadeia D),
demonstram que os complexos possuem perfis de flutuacbes de Ca semelhantes,
apresentando diferencas significativas apenas na regido entre os residuos 200 e 400 na
cadeia C do complexo RNAp-RFP (Figuras S10e e S10f, material suplementar), e nas
regides entre os residuos 150 e 200 na cadeia D do complexo RNAp-PPN, e 1000 e 1200
no complexo RNAp-88G (Figuras S10g e S10h, material suplementar).
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Pelos calculos de frequéncia de contato durante os 50 ns de simulacao, foi possivel
avaliar quais residuos do sitio de ligacdo possuem maior afinidade pelos ligantes (Figura
4). Os residuos Pro477, Arg562, Gly566, na subunidade B, e Leu847, Phe850 e 1le851
(subunidade B’), permaneceram em contato com ambos os ligantes (PPN e 88G) por mais
de 70% do tempo em todas as simulac6es, indicando que servem como pontos de contato
importantes para a estabilidade de moléculas pequenas que se ligam neste local. Nas
simulacfes contendo 88G, além dos residuos j& citados, os residuos Glu567, na
subunidade B, Arg834, Pro835 e His854, na subunidade ’, apresentaram frequéncia de
contato maior que 70%. Ja nas simulagdes com PPN, o residuo Tyr480, da subunidade
B, permaneceu em contato com frequéncia maior que 70%. Portanto, o ligante 88G
apresentou um total de 10 residuos com frequéncia de contato maior que 70% em todas
as simulacgdes, enquanto que a PPN apresentou um total de 7 residuos (Figura 5A e 5B,
respectivamente), sugerindo uma maior estabilidade do ligante 88G em comparacao com
a PPN, contudo, o célculo teorico da afinidade (AGpinding) Nd0 foi realizado. Assim, a
estrutura da PPN possui potencial para ser modificada de modo a gerar derivados com
capacidade de interagir com residuos adicionais no sitio de ligagdo, aumentando sua
estabilidade e, possivelmente sua afinidade. Além disso, estes resultados proporcionam
informacBes importantes no planejamento de futuros ensaios in vivo e in vitro, visto que
mutacdes nos residuos com maior frequéncia de contato poderiam diminuir a afinidade

destas moléculas pelo sitio de ligacdo, validando nosso modelo computacional.
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Fig. 4. Frequéncia de contato em comum entre os residuos da RNAp e ligantes (PPN e 88G) em todas
as simulac6es de DM (50 ns).
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Fig. 5. Residuos com frequéncia de contato maior que 70% em todas as simulagdes de DM (50 ns). A)
88G e residuos Pro477, Argb62, Gly566 e Glu567 (subunidade B, em laranja), Arg834, Pro835,
Leu847, Phe850, 11e851, His854 (subunidade B’, em azul) , B) PPN e residuos Pro477, Tyr480,

Arg562 e Gly566 (subunidade B), Leu847, Phe850, 11e851 (subunidade j3’)

Para verificar a estabilidade da PPN em um intervalo de tempo maior, a simulagéo
de DM do complexo RNAp-PPN foi estendida em 50 ns adicionais, totalizando uma
trajetdria de 100 ns. Nesta simulacdo, a PPN permaneceu estavel, como pode ser visto na
Figura S11 (material suplementar), onde as regies mais claras do mapa de calor indicam

menor variacgdo no valor de RMSD do ligante.

Durante as analises das trajetdrias obtidas, notamos que o elemento BH sofreu
mudancas conformacionais nas simulacdes da RNAp-APO, enquanto permaneceu
relativamente estavel nos complexos com PPN e 88G (Figura 6). A BH consiste de uma
longa a-hélice que se estende pela subunidade B’ ¢ forma uma das paredes do sitio ativo
da RNAp. Este elemento estrutural passa por ciclos de mudancgas conformacionais, pela
formacéo de dobras, durante os ciclos de adi¢do de nucleotideos na transcricdo (Hein e
Landick, 2010). Acredita-se que moléculas que se ligam neste motivo, como os CBR
(Malinen et al., 2014), inibem a RNAp pela restri¢do das dindmicas conformacionais da
BH. A fim de verificar a influéncia da ligacdo de PPN e 88G na dinamica da BH, foram

realizadas analises de componentes principais (PCA) das trajetorias obtidas por DM.
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Fig. 6 Conformagao assumlda pela BH durante a simulacédo de DM. A) Sitio atlvo na conformagao
aberta. B) Sitio ativo na conformagéo fechada. Azul escuro: simulagdo de DM da RNAp-APO. Azul
claro: simulag6es de DM da RNAp-88G e RNAp-PPN.

Analise de componentes principais (PCA)

As trajetorias das simulacGes de DM dos complexos RNAp-PPN, RNAP-88G,
assim como da RNAp-APO, com a TH nas conformacgdes aberta e fechada, foram
analisadas por PCA, com o0 objetivo de extrair os movimentos coletivos significativos
(dindmicas essenciais) da BH. Este método proporciona informacdes conformacionais
importantes, a partir dos autovetores ortogonais que descrevem 0s eixos de maior
variancia da distribuicdo de conformacdes. A projecdo da distribuicdo no subespaco
definido pelos maiores componentes principais (PCs) resultam em uma representacéo de
menor dimensionalidade do conjunto de dados estrutural, sendo a porcentagem de
variancia em cada dimens&o, caracterizada pelo seu autovalor correspondente (Grant et
al., 2006). Pela analise de componentes principais das trajetrias da BH nas simulagdes
de DM, verificou-se que os trés primeiros PCs apresentaram variancia cumulativa de
63%, 51% e 58% nas trajetdrias das simulacdes APO, 88G e PPN, respectivamente, na
conformacdo aberta. J& nas simulagdes com a TH na conformacdo fechada, os trés
primeiros PCs apresentaram variancia cumulativa de 66%, 50% e 50% nas simulagdes
APOQ, 88G e PPN, respectivamente (Figura 7).
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Fig. 7. Scree plot e variancia cumulativa da PCA das trajetérias da BH obtidas por DM. Azul: RNAp-
APO, laranja: RNAp-88G, verde: RNAp-PPN.

Os resultados da PCA para as trajetorias podem ser vistos na Figura 8. Pelos
graficos, nota-se que, nas simula¢ées APO, as conformacdes obtiveram valores de scores
maiores ao longo dos trés primeiros PCs, resultando em pontos mais espalhados pelo
grafico em relacdo as simulagbes 88G e PPN. Estes resultados sugerem que a BH
apresentou maior mobilidade estrutural, e foi capaz de explorar uma regido mais
abrangente do espaco conformacional na auséncia de ligantes. O valor de tragco da matriz
de covariancia (soma dos autovalores) foi de 11,4 A%, 7 A% e 10,5 A?, nas simulagBes
APO, 838G e PPN, respectivamente, na conformagcéo aberta, e de 12,3 A2, 53 A2e 6,5 A?
nas simulacées APO, 88G e PPN na conformacéo fechada. Como os autovalores estdo
relacionados com a escala do movimento, estes valores indicam que os residuos da BH
apresentaram movimentos de maior escala espacial nas simulagfes sem ligantes (APO).
Assim, sugere-se que nas simulacdes, a ligacdo da PPN e 88G foi capaz de restringir a

dindmica conformacional da BH.
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Fig. 8. Resultado das andlies de componentes principais (PCA) das trajetdrias da BH obtidas por DM.
APO: azul, 88G: laranja, PPN: verde.

Dinamica Molecular Dirigida (Steered Molecular Dynamics).

Além da BH, o sitio ativo da RNAp também ¢ definido por outro elemento
altamente dindmico, denominado Trigger-loop. Este elemento sofre mudancas
conformacionais durante o ciclo de adicdo de nucleotideos, formando duas hélices
(Trigger-helix) que estabilizam o nucleotideo de entrada no sitio ativo, favorecendo o
mecanismo de catalise. Como a PPN se liga diretamente no motivo estrutural F-loop, que
esta envolvido na modulacdo da dindmica da Trigger-helix (Miropolskaya et al., 2014),
utilizamos o método de SMD para verificar o efeito da sua ligagdo no desenovelamento
deste elemento. Para isso, 0 &tomo de Ca do residuo de Gly1021 foi tracionado a uma

velocidade constante de 0,002 A/ps durante 10 ns (Figura 9).

Durante as simulacdes, o &omo SMD deslocou-se 20 A durante 10 ns (Figura
S12, material suplementar) e foi possivel notar que, para que as hélices pudessem se
desenovelar, o F-loop precisou ser deslocado de sua posicdo inicial nos primeiros 5 ns.
Assim, sugerimos que a ligacdo da PPN no F-loop restringe a movimentacdo deste
elemento, dificultando o desenovelamento da TH. Essa hipotese é corroborada pelos
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calculos da média da forca exercida no atomo SMD durante as simulagdes em triplicata
(Figura 10). No grafico é possivel observar que a forca necessaria para mover o 4tomo
SMD e deslocar o F-loop atingiu valores maiores nas simulagdes contendo PPN em
comparacao as simulacdes sem ligantes (APQO). Nos primeiros 2 ns, a forca atingiu valores
de 400 pN nas simulacdes com PPN, enquanto nas simula¢des APO, o valor variou entre
150 e 300 pN. Ja no intervalo entre 3 ns e 5 ns, a forga variou entre 600 e 800 pN nas
simulacfes APO, e 600 e 900 pN, nas simula¢des com PPN (Figura 11). Apds 5 ns, ha
uma inversao nos valores de forca, sendo maiores nas simulacdes APO. No entanto, apds
este tempo, a TH ja se encontra proxima da conformacdo da TL, portanto, outros
fendmenos podem estar relacionados com esta inversdo. Estes resultados indicam que,

nas simulagdes, a PPN influenciou o processo de desenovelamento da TH.

Fig. 9. Vlsuallzagao da trajetorla obtlda por SMD, ilustrando o desenovelamento da trigger-helix em
trigger-loop. Azul escuro: Bridge-helix, vermelho: Trigger-helix, Laranja: F-loop
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Possivel sinergismo entre PPN e RFP na RNAp em Mycobacterium leprae.

Os resultados obtidos por docking molecular, tanto nos estudos de Murase e
colaboradores, quanto os apresentados neste trabalho, corroboram a hipotese da ligacéo
da PPN na RNAp, pois PPN e 88G apresentaram scores e modos de ligacdo semelhantes
na RNAp. Pelas simulacbes de DM, também foi possivel verificar que 0os mesmos
residuos do sitio de ligacdo estdo envolvidos na estabilizacdo de ambas as moléculas
(Figura 4). Com base na hipdtese da ligacdo da PPN em elementos do sitio ativo da
RNAp, bem como nos resultados apresentados neste trabalho, é possivel sugerir uma
explicagdo estrutural para o sinergismo entre PPN e RFP observado em micobactérias no
modelo da RNAp.

Neste modelo, a PPN se liga no mesmo sitio de ligacdo que a molécula 88G e 0s
compostos CBR. A habilidade destas moléculas e da RFP se ligarem na mesma molécula,
mas em sitios diferentes, indica que a coadministracdo destes compostos resultaria em um
efeito aditivo de inibicdo. Este efeito foi sugerido por Lin e colaboradores (Lin et al.,
2017) em Mycobacterium tuberculosis e Feng e colaboradores (Feng et al., 2015) em
Escherichia coli, para 0 88G e compostos CBR, respectivamente. O sitio de ligacédo é
formado por elementos altamente dindmicos do sitio ativo, como o Trigger-loop, Bridge-
helix e F-loop, sendo que os ligantes analisados fazem contato direto com estes dois
ultimos. Assim, a ligacdo de uma molécula pequena nestes elementos poderia causar a
restricdo das dindmicas conformacionais necessarias para o funcionamento do ciclo de
adicdo de nucleotideos (NAC). Um mecanismo semelhante foi proposto para a inibicédo
da transcrigdo pela a-amanitina (Bushnell, Cramer e Kornberg, 2002) e estreptolidigina
(Murakami, 2015). No entanto, a PPN sozinha ndo € suficiente para inibir a transcri¢do
completamente (Murase et al., 2019). Dessa forma, para entender o sinergismo, € preciso

levar em conta 0 mecanismo de inibi¢do da RFP.

O efeito dominante da ligacdo da RFP na atividade da RNAp é o bloqueio da
sintese da segunda ou terceira ligacdo fosfodiéster, por meio de “oclusdo estérica” que
impede a extensdo do transcrito. Esse efeito foi sugerido por Campbell e colaboradores
(Campbell et al., 2001) e visualizado nas estruturas cristalograficas determinadas por Lin
e colaboradores (Lin etal., 2017). Apos a sintese de um transcrito maior que 4 nt,a RNAp

torna-se totalmente resistente a RFP, pois seu sitio de ligacdo ndo é mais acessivel
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(Campbell et al., 2001). Portanto, como moléculas pequenas que se ligam aos elementos
do sitio ativo da RNAp interferem no NAC, a processividade da enzima é reduzida.
Consequentemente, aumentam-se as chances de a RFP interagir com uma RNAp que
ainda ndo sintetizou um transcrito longo, diminuindo a concentracdo de RFP necessaria
para inibir a transcricdo bacteriana. Este modelo de sinergismo € proposto, neste trabalho,
para a RFP em combinacdo com PPN nas micobactérias, assim como para outras classes
de moléculas com capacidade de ligar em elementos estruturais do sitio ativo da RNAp.
No entanto, vale ressaltar que a PPN possui alvos alternativos na célula, como bombas de
efluxo (Hegeto et al., 2018). Portanto, este modelo de inibicdo paraa RNAp nao € o Unico

responsavel pelo efeito sinérgico observado in vitro.
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Conclusao

Apesar de ser uma doenca curavel e conhecida a séculos, a lepra continua sendo
um problema de salde publica em paises em desenvolvimento. O surgimento de
organismos resistentes a antibidticos gera uma urgente demanda pelo desenvolvimento
de novas estratégias de tratamento. Explorar o sinergismo entre antibidticos ja conhecidos
€ uma estrategia promissora e de baixo custo relativo. Os resultados obtidos indicam que
a ligacdo da PPN no sitio investigado poderia afetar a dindmica conformacional dos
elementos do sitio ativo da RNAp, como a BH e TL, sugerindo que um sinergismo entre
PPN e RFP é possivel em Mycobacterium leprae, além de possibilitar uma explicagdo
estrutural para o sinergismo observado em outras micobactérias. No entanto, estudos
adicionais devem ser conduzidos a fim de confirmar experimentalmente estas hipoteses.
Além disso, este trabalho fornece informacGes estruturais importantes para a otimizacao
estrutural da Piperina, visando modificacdes capazes de aumentar sua estabilidade no sitio
de ligagéo, e para a descoberta de novos antimicrobianos.
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Material suplementar.

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

sp | POWGEZL | RPOA MYCTU
Sp|Q9X798 | RPOA_MYCLE

sp | POWGEZL | RPOA MYCTU
Sp|Q9X798 | RPOA_MYCLE

sp | POWGEZL | RPOA MYCTU
Sp|Q9X798 | RPOA_MYCLE

sp | POWGEZL | RPOA MYCTU
Sp|Q9X798 | RPOA_MYCLE

sp| POWGZ1 | RPOA MYCTU
sp|Q9X798 | RPOA_MYCLE

sp| POWGZ1 | RPOA MYCTU
sp|Q9X798 | RPOA_MYCLE

Fig. S1. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos dos genes rpoA de Mycobacterium leprae e

MLISQRPTLSEDVLTDNRSQFVIEPLEPGEGYTLGNSLERTLLSSIPGAAVTSIRIDGVL
MLISQRPTLSEDILTDNRSQFVIEPLEPGEGYTLGNSLERTLLSSIPGAAVTSIRIDGVL

EE e L L e

HEFTTVPGVEEDVTEI ILNLESLVVSSEEDEPVTMYLREKQGPGEVTAGDIVPPAGVTVHN
HEFTTVPGVEEDVTEIILNLEGLVVSSEEDEPVTMYLRKQGPGEVTAGDIVPPAGVTLHN

EE RS L

PGMHIATLNDEGELEVELVVERGRGYVPAVONRASGAEIGRIPVDSIYSPVLEVTYEVDA
PGMRIATLNDEGKIEAELVVERGRGYVPAVONRALGAEIGRIPVDSIYSPVLEVTYEVDA

kkk-khkhkhkEdrkdd b -k FEEAAAAAAAAEAAAALE FAEAAAAAr A i A A A A A A A A A A A AL AL

TRVEQRTDFDELILDVETENSISPRDALASAGETLVELFGLARELNVEAEGIEIGPSPAR
TREVEQRTDFDELILDVETKSSITPRDALASAGKTLVELFGLARELNVEAEGIEIGPSPAE

EE

ADHIASFALFIDDLDLTIVESYNCLEREGVHTVGELVARTESDLLDIENFGQESIDEVEIR
ADHIASFALFIDDLDLTVESYNCLEREGVHTVGELVSRTESDLLDIENEGQESIDEVEVE

EE R o o R

LHQLGLSLEDSFPSFDPSEVAGYDVATGTWSTEGAYDEQDYAETEQL 347
LHQLGLSLEDSPDSFDPSEVAGYDVITGTWSTDGAYDSQDYAETEQL 347

R e I o o = Lo s

Mycobacterium tuberculosis (95,68% de identidade).
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CLUSTAL ©(1.2.4) multiple seguence alignment

sp|PSWGYS | RPOB_MYCTU
sp|P30760 | RPOB_MYCLE

sp| POWGYS | RPOB_MYCTU
sp|P30760 | RPOB_MYCLE

sp|POWGYS | RPOB_MYCTU
sp|P30760 | RPOB_MYCLE

sp| PSWGYS | RPOB_MYCTU
sp|P30760 | RPOB_MYCLE

sp | PSWGYS | RPOB_MYCTU
sp|P30760 | RPOB_MYCLE

sp| PSWGYY | RPOB_MYCTU
sp|P30760 | RPOB_MYCLE

sp|PSWGYS | RPOB_MYCTU
sp|P30760 | RPOB_MYCLE

sp| PSWEYS | RECB_MYCTU
sp|P30760 |[REOB_MYCLE

sp|POWGYS | RPOB_MYCTU
sp|P30760 | RPOB_MYCLE

sp|PSWGYS | RPOB_MYCTU
sp|P30760 | RPOB_MYCLE

sp| PSWGYY | RPOB_MYCTU
sp|P30760 | RPOB_MYCLE

sp | PSWGYS | RPOB_MYCTU
sp|P30760 | RPOB_MYCLE

sp|PSWGYS | RPOB_MYCTU
sp|P30760 | RPOB_MYCLE

sp| POWGYY | RPOB_MYCTU
sp|P30760 | RPOB_MYCLE

sp| PSWGYS | RPOB_MYCTU
sp|P30760 | RPOB MYCLE

sp|PSWGYS | RPOB_MYCTU
sp|P30760 | RPOB_MYCLE

sp| PSWGYY | RPOB_MYCTU
sp|P30760 | RPOB_MYCLE

sp| POWGYS | RPOB_MYCTU
sp|P30760 | RPOB_MYCLE

sp|PSWGYS | RPOB_MYCTU
sp|P30760 |RPOB MYCLE

sp| POWGYY | RPOB_MYCTU
sp|P30760 | RPOB_MYCLE

Fig. S2. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos dos genes rpoB de Mycobacterium leprae e

MLEGCILADSEQSKTAASPSPSEPQSSSNNSVPGAPNEVSEFARLEEPLEVPGLLDVQTDS
MLEGCILPDFGQSKTDVSPSQSRPQSSPNNSVPGAPNRISFAKLEEPLEVPGLLDVQTDS

*hFEEEE Kk KkEAF  kFE FEAAEE FAEAAAAEEF . A EEAEAAAAAAAEAEAAAES

FEWLIGSPRWEESAAERGDVNPVGGLEEVLYELSPIEDFSGSMSLSEFSDPRFDDVEAPVD
FEWLIGSPCWRAAAASRGDLEPVGGLEEVLYELSPIEDFSGSMSLSESDEFRFDEVEAPVE

AEFXXEEE *E 1k E kA E e kA A A AR A A A F A A KA A F XA AR AT AT A A XXk = K H XA L =

ECEDEDMTYAAPLFVTAEFINNNTGEIKSQTVEFMGDFPMMTERGTF IINGTERVVVSQLYV
ECEDEIMTYAAFLFVTAEFINNNTGEIKSQTVEFMGDFFMMTEEGTFIINGTERVVVSQLY

B bk e T e e

RSPGVYFDETIDESTDETLHSVEVIPSREGAWLEFDVDERDTVGVEIDRERRQFVTVLLEA
ESPGVYFDETIDESTERTLHSVEVIPSRGAWLEFDVDERDTVGVEIDEEREQPVTVLLEA

o kL

LGWISEQIVERFGFSEIMRESTLEKDNTVGTDEALLDIYRELEPGEPPTRKESAQTLLENLE
LGWTSEQITERFGFSEIMRSTLEEDNTVGTDEALLDIYREKLREPGEPFTKESAQTLLENLE

B R b E T T e e

FEEKRYDLARVGRYKVNEKLGLHVGEPITSSTLTEEDVVATIEYLVELHEGQTTMTVPGG
FEEKRYDLARVGRYKVNEELGLHAGELITSSTLTEEDVVATIEYLVELHEGQSTMTVPGG

B

VEVPVETDDIDHFGNRELETVGELIQNQIRVGMSRMEEVVRERMTTQDVEAITPQTLINT
VEVPVETDDIDHFGNRRLRTVGELIQNQIRVGMSRMERVVRERMTTQDVEATITPQTLINT

L L ]

REFVVAAIFEFFGTISQLSQFMDONNPLSGLTHERRLSALGPGGLSEERAGLEVRDVHPSHY
RPFVVAAIREFFGTSQLSQFMDONNPLSGLTHERRLSALGPGGLSEERAGLEVRDVHPSHY

e it

GRMCPIETPEGPFNIGLIGSLSVYARVNPFGFIETPYREVVDGVVSDEIVYLTADEEDRHV
GRMCPIETPEGFNIGLIGSLSVYARVNFFGFIETFYREVVDGVVSDEIEYLTADEEDRHV

B b E

VAQANSPIDADGRFVEPRVLVERFAGEVEYVPSSEVDYMDVSPROMVSVATAMIPFLEHD
VAQANSPIDEAGREFLEPRVLVERKAGEVEYVASSEVDYMDVSPROMVSVATAMIPFLEHD

dEkkrEAEEE  AkF k. k kA dkEr A A A A A A AEE * Ak A Fh kAR A r kAR A E A AR A AR A AL

DANRATMGANMORQAVPLVESEAPLVGTGMELRAATDAGDVVVAEESGVIEEVSADYITV
DANFALMGANMQEQAVPLVESEAPLVGTGMELRAAIDAGHVVVAERSGVIEEVSADYITV

o k&

MHDNGTRRTYEMEKFARSNHGTCANQCPIVDAGDRVEAGQVIADGPCTDDGEMALGENLL
MADDGTRRTYEMREFARSNHGTCANQSPIVDAGDRVEAGOVIADGPCTENGEMATLGENLL

R R A T L

VAIMPWEGHNYEDAIILSNELVEEDVLTSIHIEEHEIDARDTELGAEEITREDIFNISDEV
VAIMPWEGHNYEDAT ILSNELVEEDVLTSIHIEEHEIDARDTELGAEEITRDIPNVSDEV

o A o ]

LADLDERGIVRIGAEVRDGDILVGEVTPEGETELTPEERLLRATFGEKAREVRDTSLEVE
LADLDERGIVRIGAEVEDGDILVGEVTPKGETELTPEERLLEATIFGEKAREVRDTSLEVE

B bk e T e e

HGESGEVIGIRVFSREDEDELFAGVNELVEVYVAQFRKISDGDELAGRHGNEGVIGKILE
HGESGEVIGIRVFSHEDDDELPAGVNELVRVYVAQRRKISDGDKLAGRHGNEGVIGKILE

e R L e e e ]

VEDMPFLADGTEFVDIILNTHGVPRRMNIGQILETHLGWCAHSGWKVDAAKGVPDWAARLP
AEDMPFLPDGTEVDIILNTHGVPRRMNVGQILETHLGWVAEKSGWKIDVAGGIFDWAVNLE

FhkEEhd kA kA A A A E A rh kA A Ak h k- kA kA A A A A hF E-FhkE-F * K-kkEk  Ek

DELLEAQPNATVSTPVFDGAQEARLQGLLSCTLEFNEDGDVLVDADGKAMLFDGRSGEPEP
EELLHAAPNQIVSTPVFDGAKEEELQGLLSSTLENEDGDVMVGGDGFAVLEDGRSGEPEP

skkEk Kk kE KFFAAAEE A KoK AhkAAAE FAEAAhkFAE-F EhF k- krkEAhEAEAER

YEVTVGYMY IMKLHHLVDDKIHARSTGPYSMITQQPLGGRAQFGGORFGEMECWAMOAYG
YPVIVGYMYIMELHHLVDDRIHARSTGPY SMITQQPLGGFAQFGGQRFGEMECWAMOAYG

B & S e ]

AAYTLOELLTIKSDDTVGEVEVYEAIVEGENIPEFGIPESFEVLLEELQSLCLNVEVLSS
AAYTLOELLTIKSDDTVGRVEVYEAIVEGENI PEPGIPESFEVLLEELOSLCLNVEVLSS

DGAATELREGEDEDLERAAANLGINLSRENESASVEDLA 1178
DGAATELREGEDEDLERAAANLGINLSENESASIEDLA 1178

B e

Mycobacterium tuberculosis (94,99% de identidade).
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CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

Sp | POWGY7 | RPOC_MYCTU MLDVNEFDELRIGLATAEDIRQWSYGEVKKPETINYRTLKPEKDGLECEKIFGPTRDWEC &0
sp|P30761 |RPOC_MYCLE MLDVNFFDELRIGLATAEDIRQWSYGEVKKPETINYRTLKEPEEDGLFCEKIFGPTRDWEC 60
B S e
sp| POWGY7 | RPOC_MYCTU YCGKYKRVRFKGIICERCGVEVTRAKVRRERMGHIELAAPVTHIWYFKGVPSRLGYLLDL 120
sp|P30761 | RPOC_MYCLE YCGKYKRVRFKGIICERCGVEVTRAKVRRERMGHIELAAPVTHIWYFKGVPSRLGYLLDL 120
T S T T T )
sp| POWGY7 | RPOC_MYCTU APKDLEKIIYFAAYVITSVDEEMRHNELSTLEAEMAVERKAVEDQRDGELEARAQKLEAD 180
sp|P30761 | RPOC_MYCLE APKDLEKIIYFAAYVITTVDEEMRHNELSTLEAEMMVERKSVEDQRDADLEARAQKLEAD 180
B R T
sp | POWGY7 | RPOC_MYCTU LAELEAEGAKADARREVRDGGEREMRQIRDRAQRELDRLEDIWSTFTKLAPKQLIVDENL 240
sp|P30761 |RPOC_MYCLE LAATLEAEGAKADARRKFRDGGEREMRQLRERAQRELDRLEDIWSTFTKLAPKQLIVDENL 240
Fh AFRRRRARAGAAS AAKREAEA KA 2 F s A AR A A AR AR AR A A A AT AR AR TR AR R AT A EA
sp| PO9WGY7 | RPOC_MYCTU YRELVDRYGEYFTGAMGAESIQKLIENFDIDAEAESLRDVIRNGKGQEKLRALKRLEVVA 300
sp|P30761 | RPOC_MYCLE YRELVDRYGEYFTGAMGAESIQKLMODFDIEAEAESLREVIRNGKGQKKLRALKRLEKVVA 300
B e I i R
Sp | POWGY7 | RPOC_MYCTU AFQQSGNSPMGMVLDAVPVIPPELRPMVQLDGGRFATSDLNDLYRRVINRNNRLERLIDL 360
sp|P30761 |RPOC_MYCLE AFQQSGNSPMGMVLDAVPVIPPELRPMVQLDGGRFATSDLNDLYRRVINENNRLERLIDL 360
B S e
sp| PO9WGY7 | RPOC_MYCTU GAPEIIVNNEKRMLQOESVDALFDNGRRGRPVTGPGNRPLKSLSDLLKGKQGRFRONLLGE 420
sp|P30761 | RPOCC_MYCLE GAFDIIVNNEKRMLQESVDALFDNGRRGRPVTGPGNRPLESLSDLLEGKQGRFRONLLGKE 420
B R
sp| PO9WGY7 | RPOC_MYCTU RVDYSGRSVIVVGPQLKLHQCGLPKLMALELFKPFVMKRLVDLNHAQNIKSAKRMVERQR 480
sp|P30761 | RPOCC_MYCLE RVDYSGRSVIVVGPQLELHQCGLPEKLMALELFKPFVMKRLVDLNHAQNTIKSAKRMVERQR 480
B e o T e S e s T = = T S
Sp | POWGY7 | RPOC_MYCTU PQVWDVLEEVIAEHPVLLNRAPTLHRLGIQAFEPMLVECGKAIQLHPLVCEAFNADFDGDY 540
sp|P30761 |RPOC_MYCLE PQVWDVLEEVIAEHPVLLNRAPTLHRLGIQAFEPMLVECKAIQLHPLVCEAFNADFDGDY 540
B S e
sp|POWGY7|RPOC_MYCTU MAVHLPLSAEAQAEARILMLSSNNILSPASGRPLAMPRLDMVIGLYYLTTEVPGDTGEYQ 600
sp|P30761|RPOC_MYCLE MAVHLPLSAEAQAEARIIMLSSNNILSPASGRPLAMPRLDMVTIGLYYLTTAVDGDTGAYR 600
FERERER AR A G AR A AR A KA AR AR T AR AR R R I AR AR AR AR A KA RAARAEE £ RFHA &1
sp | P9WGY7 | RPOC_MYCTU PASGDHPETGVYSSPAEAIMAADRGVLSVRAKIKVRLTQLRPPVEIEAELFGHSGWQPGD 660
sp|P30761|RPOC_MYCLE PAAEDRPESGVYSSPAEAIMAADRGVLSVEAKIKVQLTQVREFPADIEARWFGANGWEFGD 660
Ak Kk kA A KA KA EAEAEEAEFE KA R A A Ak ok F kA s kAR *k Fk kxR
sp|POWGY7|RPOC_MYCTU AWMAETTLGRVMEFNELLPLGYPFVNEKQMHEEVQAATINDLAERYPMIVVAQTVDELKDAG 720
sp|P30761|RPOC MYCLE PWIADTTLGRVMFNELLPLGYPFVNKQMHKKVQAATINDLAERYPMIVVAQTVDELKDAG 720
R T
sp|POWGY7|RPOC_MYCTU FYWATRSGVTVSMADVLVPPREEEILDHYEERADEVERQFQRGALNHDERNEALVEIWKE 780
sp|P30761|RPOC_MYCLE FYWATRSGVTVSMADVLVPPREKEILDHYEERADEVEKQFQRGALNHDERNEALVEIWEE 780
B R ]
sp | P9WGY7 | RPOC_MYCTU ATDEVGQALREHYPDDNPIITIVDSGATGNFTQTRTLAGMKGLVTNPKGEFIPRPVKSSE 840
sp|P30761|RPOC_MYCLE ATDEVGQALRDHYPVDNPIITIVDSGATGNFTQTRALAGMKGLVTINPEKGEFIPRPVKSSE 840
- B T R s
sp|POWGY7|RPOC_MYCTU REGLTVLEYFINTHGARKGLADTALRTADSGYLTRRELVDVSQDVIVREHDCQTERGIVVE 900
sp|P30761|RPOC_MYCLE REGLTVLEYFINTHGARKGLADTALRTADSGYLTRELVDVSQDVIVREHDCQTERGIVVE 900
D T
sp | PYWGY7 | RPOC_MYCTU LAERAPDGTLIRDPYIETSAYARTLGTDAVDEAGNVIVERGQDLGDPEIDALLAAGITQV 960
sp|P30761|RPOC_MYCLE LAVRVPDGSLIRELYIETSAYARTLGANAVDEAGNVIVARGEDLGDPEIDALLAAGITQV 960
- Kk ok kAL kkke RAFAEAEF KA L KK KFAAAF KT KK A FAFEA IR AR I AR KA A
sp|POWGY7|RPOC MYCTU EVRSVLTCATSTGVCATCYGRSMATGKLVDIGEAVGIVARQSIGEPGTQLTMRTFHQGGY 1020
5p|P30761|RPOC_MYCLE KVRSVLTCTTGTGVCATCYGRSMATGKLVDIGEAVGIVARQSIGEPGTQLTMRTFHQGGV 1020
B R S e P T T
sp|POWGY7|RPOC MYCTU GEDITGGLPRVQELFEARVPRGKAPIADVTGRVRLEDGERFYKITIVPDDGGEEVVYDKI 1080
sp|P30761|RPOC_MYCLE GEDITGGLPRVQELFEARVPRGKAFPIADVTGRVRELEDGERFYKITIVPDDGGEEVVYDKL 1080
B e L e T T
sp|PSWGYT7 | RPOC_MYCTU SKRQRLEVFKHEDGSERVLSDGDHVEVGQQLMEGSADPHEVLRVQGPREVQIHLVREVQE 1140
sp|P30761 | RPOC_MYCLE SKRQRLRVFKHADGSERVLSDGDYVEVGQQLMEGSADPHEVLRVQGPREVQIHLVREVQE 1140
- B D e T
sp|P9WGY7 | RPOC_MYCTU VYRAQGVSIHDKHIEVIVEQMLRRVTIIDSGSTEFLPGSLIDRAEFEAENREVVAEGGEP 1200
sp|P30761|RPOC_MYCLE VYRAQGVSIHDKHIEVIVRQMLRRVTIIDSGSTEFLPGSLIDRAEFESENRRVVAESGEP 1200
B e R R T L
sp|POWGY7|RPOC_MYCTU AAGRPVLMGITKASLATDSWLSAASFQETTRVLTDAAINCRSDELNGLKENVIIGELIPA 1260
sp|P30761|RPOC_MYCLE AAGRPVLMGITKASLATDSWLSAASFQETTRVLTDAAINCRSDELNGLEKENVIIGKLIPA 1260
B R ]
sp | P9WGY7 | RPOC_MYCTU GTGINRYRNIAVQPTEEARARAYTIPSYEDQYYSPDFGAATGRAAVPLDDYGYSDYR 1316
sp|P30761|RPOC_MYCLE GTGINRYRNIQVQPTEEARASAYTIPSYEDQYYSPDFGQATGAAVPLDDYGYSDYR 1316

FEFEEEXEEEE A A A AR LT - FEE XL XL XL AT AT AL HT AXEA T L XL XL R R R LS

Fig. S3. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos dos genes rpoC de Mycobacterium leprae e
Mycobacterium tuberculosis (95,67% de identidade).
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CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

5P| POWGYS |RPOZ_MYCTU
s5p|Q9CCQ6 |RPOZ MYCLE

s5p| POWGY5 |RPOZ MYCTU
5p|Q9CCQE | RPOZ_MYCLE

MSISQSDASLARVPAVDQFDPSSGASGCYDTPLGITNPPIDELLDRVSSKYALVIYARKR 60
MSIPQSNTSLSAVIAVDQFDPSSGGQGVYDTRPLGITNPPIDELLDRVSSKYALVIYARAKR 60

kk% XE:saXksFk FEXEXXAXTXXE R

ARQINDYYNQLGEGILEYVGPLVEPGLOEKPLSIALEETHADLLEHTEGE 110

ARQINDHYNQLGEGILEYVGPLVEPGLQEKPLSIAMEEIHADLLEHTEGE 110
s S e e R S

Fig. S4. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos dos genes rpoZ de Mycobacterium leprae e
Mycobacterium tuberculosis (90,91% de identidade).

CLUSTAL ©0(1.2.4) multiple sequence alignment

sp|PYWGIL|SIGA MYCTU
tr|QTAQBL|QTAQRL MYCLE

sp|PYWGIL|SIGA MYCTU
tr|QTAQBL|Q7AQBL MYCLE

sp|PYWGIL|SIGA MYCTU
tr|QTRAQBL | Q7AQB1 MYCLE

sp|PYWGIL|SIGA MYCTU
tr|Q7AQBL | Q7AQB1 MYCLE

sp|PYWGIL|SIGA MYCTU
tr|Q7AQBL | Q7AQB1 MYCLE

sp|POWGIL|SIGA MYCTU
tr|Q7AQBL |QTAQBl MYCLE

Fig. S5. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos dos genes rpoT (sigA) de Mycobacterium leprae e

DESEALRQARKDAELTASADSVRAYLKQIGKVALLNAEEEVELAKRIEAGLYATQLMTEL 60
DESEALRQARKDAELTASADSVRAYLKQIGKVALLNAEEEVELAKRIEAGLYATQLMTEL 60
Ak Rk bk ok Rk ok kA Ak k ok ok ok ok ok kA Ak d ok kR kk ok ok k kA Ak Rk Rk ok hE kA A A
SERGEKLPAAQRRDMMWICRDGDRARNHLLEANLRLVVSLAKRYTGRGMAFLDLIQEGNL 120
SERGTKLPTAQRRDMMWICRDGDRAKNHLLEANLELVVSLAKRY TGRGMAFLDLIQEGNL 120
Kk kd kA ok kR Ak A Ak ko k kR ok kA kA Ak ok kR kk ok ok kAR Ak kb hkkkhd kA A A
GLIRAVEKFDYTKGYKFSTYATWWIRQAITRAMADQARTIRIPVHMVEVINKLGRIQREL 180
GLIRAVEKFDYTKGYKFSTYATWWIRQATTRAMADQARTIR T FVHMVEVINKLGRIQREL 180
FEEF XXX A XA XX AT XA A AT I XA AT AF I I A A AT AT A T E XA I A A A A A AT A A A XA A AT HE L
LQDLGREPTPEELAKEMDITPEKVLEIQQYAREPISLDQTIGDEGDSQLGDFIEDSEAVV 240
LODLGREPTPEELAKEMDITPEKVLETIQQYARER T SLDQTIGDEGDSQLGDFTEDSEAVY 240
e o R ke e
AVDAVSFTLLQDQLQSVLDTLSEREAGVVRLRFGLTDGQPRTLDEIGQVYGVTRERIRQT 300
AVDAVSFTLLODQLQSVLETLSEREAGVVRLRFGLTDGQPRTLDEIGOVYGVTRERTRQT 300

B b L e

ESKTMSELEHPSESQVLRDYLD 322
ESETMSELEHPSRSQVLRDYLD 322

e e T

Mycobacterium tuberculosis (99,07% de identidade).

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

trigger-helix-205]j
trigger-helix-MLE

Fig. S6. Alinhamento das sequéncias de amino4cidos da trigger-helix de Thermus thermophilus (PDBid

VGIVAAQSIGEPGTQLTMRTFHTGGVAGAADITQGLPRVIELFEAR 46
VGIVAAQSIGEPGTQLTMRTFHQGGVG--EDITGGLPRVQELFEAR 44

LR R RS EE R EE E R E R *kk FTEXEEE HEELTEL

205J) e Mycobacterium leprae (88,64% de identidade).
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Tabela S1. Redocking do 88G na estrutura da RNAp de Mycobacterium leprae.

Autodock MVD

RMSD (88G) 0.96 +/- 0.16 0.59 +/- 0.21

RNAp-APO (chain D
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Fig. S7. Mapa de calor (heatmap) dos valores de RMSD all-to-all das trajetdrias obtidas por DM de 50
ns da RNAp de Mycobacterium leprae (2500 frames, stride = 2).

39



120

60

Psi

-60

120 — A /‘:’&i ™
N\ . B
A o4 A Ba \oA B 4B
e 9 g= A A, a
-180 ] T T = T
180 120 -60 0 60 120 180
Phi

In preferred regions: 2985 (92.02%)
In allowed regions: 202 (6.23%)
Outliers: 57 (1.76%)

Fig. S8. Grafico de Ramachandran da estrutura modelada da RNAp de Mycobacterium leprae.

Tabela S2. Scores obtidos por docking dos ligantes PPN e 88G na estrutura modelada
da RNAp de Mycobacterium leprae.

Autodock MVD
(MolDock Score)
88G -11.42 +/- 0.30 -154.459 +/- 3.90
PPN -9.45 +/- 0.16 -117.8 +/- 3.1

Fig. S9. Modo de ligagdo da PPN (azul) e 88G (marrom) na RNAp de Mycobacterium leprae
(Molegro).
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Fig. S10. Resultados das simulagfes de DM. Esquerda: DM da RNAp com sitio ativo na conformacéao
aberta. Direita: DM da RNAp com sitio ativo na conformacao fechada. A) e B): Gréaficos de RMSD
(backbone) em funcédo do tempo. C) e D): Graficos de Rgyr em fungéo do tempo. E) e F): Gréficos de
RMSF dos residuos da subunidade B. G) e H): Graficos de RMSF dos residuos da subunidade p’.
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Fig. S11. Mapa de calor (heatmap) dos valors de RMSD all-to-all da trajetéria da PPN na simulagdo
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Fig. S12. Média da distancia percorrida pelo atomo SMD em funcéo do tempo (simulagdes em

triplicata).

42




Artigo publicado no periodo.

Journal of Molecular Modeling (2019) 25:275
https://doi.org/10.1007/500894-019-4176-3

ORIGINAL PAPER @

Check for
updates \

In silico evaluation of condensed and hydrolysable tannins
as inhibitors of pancreatic a-amylase

Paulo Sérgio Alves Bueno' - Camila Gabriel Kato-Schwartz'? - Diego de Souza Lima? - Adelar Bracht ' -
Rosane Marina Peralta'? - Flavio Augusto Vicente Seixas’@

Received: 6 November 2018 / Accepted: 19 August 2019
© Springer-Verlag GmbH Germany, part of Springer Nature 2019

Abstract

Amylases are interesting targets for antidiabetic drugs because their inhibition is able to lower glycaemia without the need of
hormonal control, as promoted by insulin or glibenclamide. In this context, the comparison between the binding features of -
amylases with their substrate and known inhibitors may provide insights aiming at the discovery of new antidiabetic drugs. In this
work, the structure of the porcine pancreatic x-amylase was modelled with the acarbose pentasaccharide inhibitor, and used in
structure-based virtual screening simulations based on a library containing the structures of amylose (AMY), acarbose (ACA)
and the more representative structures of condensed tannin (CTN) and hydrolysable tannin (HTN). After validation of the
methodology by redocking (mean rmsd ~ 0.8 A), the scores provided by programs AutoDock/Molegro were contradictory (—

1.5/=23.3; = 3.5/- 24.6; — 4.3/~ 14.6: —/— 19.5 for AMY, ACA, CTN and HTN respectively), indicating that a more sensitive
methodology was necessary. The AGyyqin Was calculated by the molecular mechanics Poisson-Boltzmann surface area (MM-
PBSA) method, which indicated that the HTN, ACA and CTN had higher affinities for the enzyme regarding the AMY substrate,
with values of — 350.0, — 346.2, — 320.5 and — 209.2 k) mol ', respectively. The predicted relative affinities of HTN and CTN are
in agreement with those obtained experimentally. The results provided useful information for the characterization of tannin
binding to «-amylase, which can be applied in future studies aiming at finding new hypoglycaemic molecules among natural
products.

Keywords Enzyme - Diabetes - Natural products - MM-PBSA - Docking
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