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Resumo

Mycobacterium tuberculosis e Mycobacterium leprae, ambos pertencentes
ao género Mycobacterium, sdo bactérias causadores da tuberculose e da
hanseniase, respectivamente. Tais doencas sdo de preocupacdo mundial,
principalmente em paises subdesenvolvidos. Piperina (PIP) € um composto
alcaloide orgéanico com amplo espectro de atividades farmacoldgicas, além
de demonstrar sinergismo com rifampicina (RIF) em M. tuberculosis. O
objetivo deste estudo foi avaliar se PIP possui sitio de ligacdo na RNA
polimerase de M. tuberculosis e M. leprae, a fim de esclarecer o mecanismo
de acdo relacionado com o sinergismo entre RIF e PIP. Utilizando
simulacdes de docking molecular revelaram modo de ligacdo estavel e
reprodutivo, sugerindo que PIP partilha do mesmo sitio de ligacdo de 838G na
RNA polimerase micobacteriana.

Introducgao

O género Mycobacterium € composto por mais de 200 espécies, dentre as
quais destacam-se o Complexo M. tuberculosis e M. leprae, responsaveis
por causar tuberculose (TB) e hanseniase (HS), respectivamente (MURRAY
et al., 2017). A TB acomete principalmente os pulmdes e seu
desenvolvimento estd ligado a caracteristicas genéticas dos individuos,
ambiente e aglomerados humanos (MURRAY et al., 2017). JA a HS,
compromete principalmente a pele, nervos periféricos e as membranas
mucosas o0 que afeta a capacidade produtiva do individuo, e também se
relaciona o seu desenvolvimento a caracteristicas genéticas dos individuos,
ambiente e aglomerados humanos. Embora a TB seja de facil diagndstico
laboratorial e o bacilo é cultivado in vitro, a HS apresenta um diagndstico
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(VERITHI et al., 2018). A terapéutica de ambas as doencas é longa e trazem
diversos efeitos colaterais, fazendo com que muitos pacientes desistam
antes do término adequado deste. A desisténcia do tratamento por parte dos
pacientes possibilita a selecdo bacilos resistentes e consequentemente a
diminuicdo de medicamentos eficazes para o tratamento dessas doengas.
Recentemente, a piperina (PIP), um composto alcaloide organico com
diversas propriedades bioldgicas ativas, apresentou importante atividade
anti-M. tuberculosis (HEGETO et al., 2018). Para aumentar o potencial de
inibicdo do crescimento do patdégeno a PIP foi combinada a rifampicina
(RIF), um farmaco importante no tratamento da TB e da HS
(BALAKRISHNAN; VARMA; CHATTERUJI, 2001).

Mesmo com resultados promissores ja relatados, ainda ndo ha clareza na
explicacdo mecanistica do efeito modulatério da PIP na acédo da RIF em M.
tuberculosis. Considerando a literatura disponivel até a presente data, foi
levantada a hipétese que PIP pode se ligar na RNA polimerase
micobacteriana e auxiliar na inibicdo da transcricdo de RNA exercida pela
RIF (BALAKRISHNAN; VARMA; CHATTERJI, 2001) levando assim a morte
bacteriana.

Deste modo, este estudo teve como objetivo avaliar a possivel existéncia de
um sitio de ligacdo de PIP na RNA polimerase de M. tuberculosis e M. leprae
utilizando metodologias computacionais de docking molecular.

Materiais e métodos
Docking molecular de PIP em M. tuberculosis

A estrutura cristalizada do complexo transcricional de M. tuberculosis,
complexada com os ligantes RIF e N-alfa-(benzenocarbonil)-N-(2-metilfenil)-
D-fenilalaninamida (88G) foi selecionada (codigo 5ughg) (Lin et al., 2017).
Foi realizado o downloading da estrutura foi e preparada para as simulacdes
de docking molecular. O ensaio computacional foi realizado em dois
diferentes programas. As analises no Autodock 4.2.3 foram realizadas na
interface grafica Pyrx, que utilizou o algoritmo padrdo de pesquisa
centralizada no ligante 88G (dimensdes 50, 50, 50, em X, y e z,
respectivamente) com espacamento de grade de 0,375.

Ja no software Molgro-6.0 utilizamos os otimizadores Moldock e PLANTS
SCORE para a pesquisa e classificacao, respectivamente. O raio de busca
foi de 10 A centrado no ligante 88G. Os ensaios do docking foram validados
por meio de redocking do ligante de referéncia, 88G. Todas as simulacdes
foram realizadas cinco vezes e os resultados foram semelhantes em todas
elas.

Modelagem da RNA polimerase de M.leprae
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Realizou-se a moldagem da RNA polimerase (RNAp) de M. leprae utilizando
como referéncia a estrutura de RNAp de M. tuberculosis. A sequéncia de
aminoacidos de cada subunidade de RNAp de M. leprae (cepa TN) foram
obtidas pelo banco de dados UniProt (rpoA: Q9X798 — subunidade a; rpoB:
P30760 — subunidade B; rpoC:P30761 — subunidade p’; rpoZ: Q9CCQ6 —
subunidade w; rpoT: Q7AQB1 _ fator o). Em seguida, realizou-se um
alinhamento entre as sequéncias de M. leprae e M. tuberculosis por meio da
ferramenta Clustal Omega. Os residuos de aminoacidos foram substituidos
por mutacdes pontuais fazendo o uso das coordenadas espaciais de 5uhg
por meio do programa Coot-0.7.2.

Resultados e Discussao

Como resultados das simulagdes iniciais, PIP se ligou de forma semelhante
ao ligante de referéncia (88G) no complexo transcricional de M. tuberculosis,
apresentando modo de ligacdo estdvel nas cinco simulacdes realizadas
(Tabela 1). A partir das conformacdes da estrutura cristalografica da RNAp
de M. tuberculosis em complexo com RIF e 88G, foram geradas as
estruturas modeladas nas mesmas conformacdes da RNAp de M. leprae em
complexo com RIF e 88G (Tabela 2).

Foram realizadas simula¢ces de docking molecular para a enzima de RNAp
M. leprae e os resultados foram satisfatorios. PIP se ligou de maneira
estavel e semelhante ao ligante de referéncia, de forma reprodutivel nos
ensaios.

Considerando os resultados obtidos nas simulacdes com as enzimas RNAp
dos dois patdégenos, supomos que PIP compartilha o mesmo sitio de ligacao
de 88G na RNAp micobacteriana.

Anteriormente, PIP demonstrou atividade sinérgica contra M. tuberculosis in
vitro em combinagbes com RIF e estreptomicina, significativamente
reduzindo os valores de concentracdo inibitéria minima desses
antimicrobianos com M. tuberculosis. Além disso, diversos estudos ja
mostraram atividades interessantes de PIP para compor um possivel regime
de tratamento conjunto contra micobactérias.

Tabela 1 — Docking scores dos ligantes 88G e piperina no sitio de ligacéo de
88G na RNA polimerase de M. tuberculosise M. leprae.

M. tuberculosis M. leprae
Molécula Autodock Molegro Autodock Molegro
88G 11,440,013 153+4 11,4+0,30 154,4+3,90
Piperina 9,2+0,03 118,5+3 9,45+0,16 117,8+3,1

Conclusoes
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O tratamento de infeccbes causadas por micobactérias apresenta
complicagbes quanto a duracdo e surgimento de cepas resistentes. O
descobrimento de moléculas, como a PIP, que apresentem beneficios em
esquemas terapéuticos conjuntos é de suma importancia. Com este
trabalho, propomos possivel explicacdo mecanistica da interacdo sinérgica
entre RIF e PIP em micobactérias e assim fortalecemos PIP como possivel
candidato a farmaco anti-TB.
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