\/

& ,’ UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMI?INAS

'(.\'. FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
[ )

UNICAMP

LUCIANA BITENCOURT DE SOUZA FERREIRA

MODULACAO DO QUORUM SENSING DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA
PELA INTERACAO DO AJOENO COM A PROTEINA HFQ — UMA PERSPECTIVA
ESTRUTURAL

CAMPINAS
2023



LUCIANA BITENCOURT DE SOUZA FERREIRA

MODULACAO DO QUORUM SENSING DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA
PELA INTERACAO DO AJOENO COM A PROTEINA HFQ — UMA PERSPECTIVA
ESTRUTURAL

Tese apresentada a Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Estadual de
Campinas como parte dos requisitos exigidos para
a obtencéo do titulo de Doutora em Ciéncias, na
area de Ciéncias Farmacéuticas: Insumos
Farmacéuticos Naturais, Biotecnologicos e
Sintéticos.

Orientador: Prof. Dr. Daniel Fabio Kawano

ESTE TRABALHO CORRESPONDE A VERSAO FINAL DA
TESE/DISSERTACAO DEFENDIDA PELA ALUNA LUCIANA
BITENCOURT DE SOUZA FERREIRA, ORIENTADA PELO
PROF. DR. DANIEL FABIO KAWANO.

CAMPINAS
2023



Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca da Faculdade de Ciéncias Médicas
Maristella Soares dos Santos - CRB 8/8402

Ferreira, Luciana Bitencourt de Souza, 1990-

F413m Modulag&o do quorum sensing de Pseudomonas aeruginosa pela interacao
do ajoeno com a proteina Hfq - uma perspectiva estrutural / Luciana Bitencourt
de Souza Ferreira. — Campinas, SP : [s.n.], 2023.

Orientador: Daniel Fabio Kawano.
Tese (doutorado) — Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas.

1. Acil-butirolactonas. 2. Pequeno RNA néo traduzido. I. Kawano, Daniel
Fabio, 1980-. Il. Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas. Ill. Titulo.

Informacdes Complementares

Titulo em outro idioma: Modulation of Pseudomonas aeruginosa quorum sensing by
ajoene through direct competition with small RNAs for binding at the proximal site of Hfq - a
structure-based perspective

Palavras-chave em inglés:

Acyl-butyrolactones

RNA, Small untranslated

Area de concentracéo: Ciéncias Farmacéuticas: insumos farmacéuticos naturais,
biotecnoldgicos e sintéticos

Titulagcdo: Doutora em Ciéncias

Banca examinadora:

Daniel Fabio Kawano [Orientador]

Karina Cogo Muller

Mauricio Ferreira Marcondes Machado

Rodrigo Ramos Catharino

Vinicius Barreto da Silva

Data de defesa: 07-08-2023

Programa de P4s-Graduacdao: Ciéncias Farmacéuticas

Identificagdo e informacdes académicas do(a) aluno(a)
- ORCID do autor: https://orcid.org/0000-0003-1248-6928
- Curriculo Lattes do autor: http://lattes.cnpg.br/9014222197027073


http://www.tcpdf.org

| ‘r

\\ ’} i UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

Y FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
®

UNICAMP

Autora Luciana Bitencourt de Souza Ferreira
Orientador Prof. Dr. Daniel Fabio Kawano

Tese aprovada em 7 de agosto de 2023

Comissao Examinadora

Prof. Dr. Daniel Fabio Kawano

Prof2 Dr2 Karina Cogo Mduller

Prof. Dr. Mauricio Ferreira Marcondes Machado
Prof. Dr. Rodrigo Ramos Catharino

Prof. Dr. Vinicius Barreto da Silva

A ata de defesa com as respectivas assinaturas dos membros encontra-se no
SIGA/Sistema de Fluxo de Dissertacdo/Tese e na Secretaria de Pos-Graduacgéao da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas.

Campinas, 7 de agosto de 2023.



DEDICATORIA

Dedico essa tese aos meus pais e em especial ao meu marido por me

apoiar sempre.



AGRADECIMENTOS

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacédo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Codigo

de Financiamento 001.

Agradeco a Deus por ter conseguido chegar até aqui. Apesar das
dificuldades, sei que seu cuidado para comigo me ajudou a seguir em

frente.

A meus pais por me apoiarem sempre. O incentivo que sempre
depositaram em mim fez com que eu realizasse meu sonho de fazer

doutorado.

Ao meu marido, que mesmo nas horas mais dificeis sempre esteve ao

meu lado. Sem seu apoio, nada disso seria possivel.

Ao meu orientador, que sempre me deu suporte e orientagao para que
esse trabalho fosse realizado da melhor forma possivel. Tudo o que
aprendi até aqui foi gracas a professores maravilhosos. Vou levar com

carinho todo os ensinamentos.

Agradeco também aos meus colegas de laboratério, por me ajudarem
sempre quando foi preciso, em especial ao Xisto e a Ana Thereza.

Obrigada pelas conversas e por toda a ajuda.



RESUMO

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria Gram negativa associada a
infeccdes crbnicas e agudas, sendo um patégeno frequente em individuos
imunocomprometidos e em pacientes com fibrose cistica. Como forma de
se adaptar ao hospedeiro, estas bactérias desenvolveram mecanismos
de resisténcia como bombas de efluxo, produgao de B-lactamases e um
sistema de quorum sensing, 0S quais promovem a resisténcia a
antibioticos. O quorum sensing permite a comunicagcao intra/inter-
espécies com base na liberacdo no meio de moléculas chamadas de
autoindutores, cuja producao € dependente da densidade populacional.
Assim, o quorum sensing € a principal forma dos microrganismos
modularem sua expressao génica, controlando processos celulares como
a formacao de biofilmes e a expressao de fatores de viruléncia. Dentre os
compostos capazes de modular o quorum sensing de P. aeruginosa esta
0 ajoeno, um organossulforado extraido do alho capaz de bloquear, de
maneira dose-dependente, a expressao de fatores de viruléncia na
bactéria. Embora a acdo do ajoeno sobre o quorum sensing em P.
aeruginosa tenha sido associada a interagdo com a proteina Hfq
bacteriana, ndo existem informacdes acerca desta interagcao que possam
guiar o desenvolvimento de novos inibidores da Hfg. Neste trabalho,
através da correlacéo entre as afinidades estimadas para a interacéo de
analogos do ajoeno com a proteina Hfg e valores de ICso acerca da
reducdo na transcricdo de um fator de viruléncia ap6s a inibicdo do
guorum sensing bacteriano, foi possivel propor que o ajoeno atua
bloqueando a ligacdo de small RNAs (sRNASs) no sitio proximal da Hfq,
evitando assim 0s processos subsequentes de estabilizacdo destes
SRNAs no sitio lateral bem como o seu pareamento com RNAs
mensageiros no sitio distal. Além de definir o modo de ligacdo mais
provavel de interacéo do ajoeno com o sitio proximal da Hfq, este trabalho
permitiu elucidar os requisitos estruturais minimos que sao as ligacdes de
hidrogénio, m-alquil e n-n para a interacdo com a proteina, informacoes
estas que guiardo o desenvolvimento de novos inibidores a serem
sintetizados em trabalhos futuros.

Palavras-chaves: Sistema RhIR/Rhll de quorum sensing, N-acil homoserina lactonas,
small RNAs, compostos organosulfurados.



ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is a Gram-negative bacterium that causes
chronic and acute infections, mainly in immunocompromised and cystic
fibrosis patients. To adapt to the host, these bacteria have developed
resistance mechanisms such as efflux pumps, B-lactamases and a
guorum sensing system, which provide resistance to antibiotics. Quorum
sensing allows the intra/inter-species communication via the production
and release of autoinducers, according to the population density.
Therefore, quorum sensing represents the main pathway to modulate
gene expression in microorganisms, then controlling cellular processes
such as the generation of biofilms and the expression of virulence factors.
Ajoene is an example of modulator of the quorum sensing of P.
aeruginosa, an organosulfur extracted from garlic that hinders, in a dose-
dependent way, the expression of virulence factors in the bacterium.
Although its effect over the quorum sensing of P. aeruginosa has been
associated with the interaction with the Hfq protein, there is no information
about this interaction that could guide the development of new Hfq
inhibitors. Through the correlation between the estimated affinities for the
interaction of ajoene analogues with the Hfg protein and the corresponding
ICso values for the reduction in the expression of a virulence factor after
the inhibition of bacterial quorum sensing, herein we hypothesized that
ajoene blocks the binding of small RNAs (sRNAs) at the proximal Hfq site,
thus preventing the subsequent stabilization of these sSRNAs at the lateral
site or their pairing with messenger RNAs at the distal site. Besides of
defining the most likely binding mode concerning the interaction of ajoene
with the proximal Hfq site, we have elucidated the minimum structural
requirements for interaction with this protein, an information that can guide
the development of new inhibitors to be synthesized in future works.

Keywords: RhIR/RhII quorum sensing system, N-acylated homoserine lactones, small
RNAs, organosulfur compounds
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1. INTRODUCAO

Pseudomonas aeruginosa € um bacilo ambiental Gram-negativo, de
anaerobiose facultativa, com flagelo monotriquio, ndo formador de esporos e nao
fermentador (Mahmoudi; Ghafourian; Badakhsh, 2021). Atua nos seres humanos
como patdgeno oportunista de modo a causar uma série de infeccbes agudas e
cronicas, as quais podem pdr em risco a vida de seus hospedeiros, sobretudo de
pacientes com comprometimento do sistema imunolégico (Moradali; Ghods; Rehm,
2017). Destaca-se do ponto de vista clinico por ser a bactéria mais comumente
encontrada em pacientes com doenca pulmonar obstrutiva crénica, com fibrose cistica
e nos pacientes internados em unidades de terapia intensivas (Laborda; Martinez;
Hernando-Amado, 2022).

Estas bactérias sdo encontradas nos mais diferentes ambientes, que vao
da agua potavel a agua de esgoto, podendo sobreviver por varios dias em superficies
secas se estiverem contidas em secrecdes bioldgicas como o0 pus. Assim, elas
causam uma série de infeccdes no homem (Tabela 1), sendo que suas caracteristicas
morfolégicas e bioquimicas intrinsecas permitem que elas sobrevivam e se
multipliguem com facilidade nos diferentes habitats (Campa; Bendinelli; Friedman,
1993 Laborda; Sanz-Garcia et al., 2021).

Muito do conhecimento acerca da capacidade da P. aeruginosa de se
adaptar a diferentes nichos do hospedeiro nas infeccées crbnicas vem de estudos
sobre a infec¢do pulmonar cronica causada em pacientes com fibrose cistica (Hagiby
et al., 2001; Rasamiravaka; El Jaziri, 2016). A fibrose cistica € uma doenca de origem
genética, que ocorre devido a mutacbes no gene regulador de condutancia
transmembranar de fibrose cistica (CFTR), sendo a mutacdo mais comum a delecéo

de uma fenilalanina na posi¢ao 508 (Gentzsch; Mall, 2018).
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Tabela 1. Espectro de infec¢cdes por Pseudomonas aeruginosa no homem. Adaptado de
Campa, Bendinelli e Friedman (1993) e Proctor et al. (2021).

Orgéo Infeccéo Aguda/Crbnica Origem Prevencéo

Ceratite associada a lentes de i o
Olho Aguda Agua Higiene
contato
Lesao por foliculite, tlcera
Pele decorrente de infecgéo e infeccac Aguda Agua Higiene

associada a queimadura

Ouvido Otite externa Aguda/Cronica  Agua (?) Higiene
Seio nasal Sinusite Crbnica Agua (?) (?)
Bexiga urinéria Infecgdo do trato urinario
Ossos Osteomielite em pé diabético Cronica Agua (?) Higiene

Higiene, terapia

o ] antibiotica agressiva e
Bronquiolite/pneumonia
~ . _ . o . . ) precoce de
Pulmé&o/brénquioassociada a ventilagdo mecéanica Aguda/Cronica Hospital L
] o ) _ erradicacéo em
fibrose cistica e bronquiectasia

colonizagéo
intermitente

Sangue Sepses, pacientes neutropénicos Aguda (?) Profilaxia antibiética

Tais mutagbes conduzem ao mau funcionamento no transporte de ions
cloreto e bicarbonato através da membrana apical das células das vias aéreas, do
trato gastrointestinal, das vias sudoriparas e de outros tecidos. Isso resulta na
formacdo de um muco espesso que obstrui os alvéolos e ductos, afetando o
funcionamento do intestino e do pancreas. Nas vias aéreas, a deficiéncia da proteina
CFTR também esta relacionada ao aumento de canais epiteliais de sédio (ENaC), que
fazem a mediacéo entre a absorcéo de sodio e o volume de fluidos, o que resulta na
desidratacdo da superficie das vias aéreas e no comprometimento da depuracao
mucociliar (Gentzsch; Mall, 2018).

O desequilibrio i6nico e a hiperviscosidade do muco respiratério, com a

consequente diminuicdo da depuracédo mucociliar, resultam na colonizag&o bacteriana
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em ciclos recorrentes de infecgdo. Tais infec¢des recorrentes, por sua vez, conduzem
a quadros de inflamacgdo crénica que irdo promover a degeneracdo continua do
epitélio pulmonar ja que o enfraquecimento no mecanismo de defesa ndo-inflamatorio
do trato respiratorio (i.e., a depuragcdo mucociliar) tende a ser compensada pelo
recrutamento precoce de células de defesa como leucdcitos polimorfonucleares

(PMNs) e anticorpos (Armstrong et al., 2005).

Assim, desde a primeira infancia os pacientes com fibrose cistica sofrem
de infec¢Bes recorrentes caracterizadas por quadros de inflamacdo associada a
presenca de PMNs. Bronquiectasia é entdo produzida pela extensa infiltracdo de
neutréfilos que liberam elastase, enzima responsavel por desregular a imunidade
inata, por aumentar a producdo de muco e digerir peptideos e proteinas pulmonares,
0 que culmina na destruicdo tecidual. Também ocorre a infiltracdo de neutrofilos
desgranulantes e a consequente liberacao de acidos nucléicos e proteinas da matriz
citoplasmatica, responsaveis pelo aumento da viscosidade do muco (Frederiksen;
Koch; Hgiby, 1999; Fonseca et al., 2020).

Quando os PMNs tentam fagocitar bactérias como P. aeruginosa, sao
produzidas espécies reativas de oxigénio (ROS) que, se ndo matam, induzem
mutacBes nas bactérias e danificam o tecido circundante (Miller; Britigan, 1997).
Algumas cepas de P. aeruginosa sintetizam o polissacarideo alginato em resposta a
condicbes ambientais, o qual capta as ROS produzidas pelos PMNs e protege a
bactéria contra fagocitose e a depuracdo dos pulmdes, de modo que este fendtipo
mucoide fornece maior protecdo contra os mecanismos de defesa inflamatdrios do
hospedeiro (Song et al., 2003; Tan et al., 2018).

Mesmo a terapia inflamatoéria continua e o emprego intensivo antibiéticos
nao impedem que as infec¢cdes causadas por P. aeruginosa persistam nestes
pacientes. Ndo ha cura para a doenca e mesmo com o melhor tratamento disponivel,
a expectativa de vida é de apenas 40 anos. A perda da capacidade pulmonar de
forma progressiva é a causa mais comum de morte em individuos que néo recebem
um transplante de pulméo (Elborn, 2016; Chirgwin et al., 2019). Por conta da sua
importancia na fibrose cistica e demais patologias clinicamente relevantes, em 2017
a Organizagdo Mundial da Saude apontou a P. aeruginosa como um dos principais
micro-organismos que devem ser priorizados para o desenvolvimento de novos

antimicrobianos (Wang et al., 2022).
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Com relacdo aos antibiéticos administrados por via parenteral para o
tratamento das infeccbes por P. aeruginosa, as cepas selvagens sdo sensiveis a
aminoglicosideos (ex: gentamicina) (Figura 1), a algumas cefalosporinas de 32, 42 e
52 geragao (e.g., ceftazidima, cefepima e ceftolozana, respectivamente) e ureido-
penicilinas como piperacilina (com ou sem inibidores de beta-lactamases como o
avibactam), carbapenémicos (ex: meropenem), monobactamicos (ex: aztreonam),
colistina e algumas fluoroquinolonas (ex: ciprofloxacina), sendo esta ultima a Unica
classe de antibidticos que se mostram eficientes contra a bactéria quando
administrados por via oral (Ciofu, 2003; Obritsch et al., 2004).

A espécie de P. aeruginosa é considerada resistente a multiplos farmacos
guando trés das quatro classes mais ativas contra esse micro-organismo ja ndo sao
eficazes (i.e., carbapenémicos, cefalosporinas, fluoroquinolonas e aminoglicosideos),
(Marner et al., 2023). A ocorréncia de cepas resistentes aos antimicrobianos se deve
principalmente aos processos de resisténcia intrinseca e adquirida, sendo que esta
Gltima se caracteriza por mutacdes ou pela transferéncia horizontal de genes de
resisténcia (Reygaert, 2018). J& a chamada resisténcia intrinseca se deve, entre
outros fatores, ao fato de bactérias Gram-negativas apresentarem uma barreira
adicional a entrada de antibiéticos que corresponde a membrana externa, composta

por fosfolipidios, proteinas e lipopolissacarideos (Pang et al., 2019).

O antibidtico aztreonam, da classe dos monobactamicos, € mais ativo
contra cepas gram-negativas e pode ser uma alternativa medicamentosa, age
interferindo na sintese da parede bacteriana, porém algumas espécies de P.

aeruginosa podem ser resistentes (Lujan-Roca DA, 2008).
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Figura 1. Farmacos utilizados no tratamento de infecces por Pseudomonas aeruginosa.

A presenca desta membrana, recobrindo a camada de peptideoglicanas que
estaria diretamente em contato com o0 meio externo nas Gram-positivas, faz com que
a entrada de pequenas moléculas na célula esteja restrita a, basicamente, a passagem
por canais proteicos chamados de porinas, 0 que torna a entrada de antibioticos um
processo muito mais restritivo. Adicionalmente, P. aeruginosa produz beta-lactamases,
capazes de destruir as moléculas de beta-lactamicos que consigam alcancar o espago
periplasmatico, assim como bombas de efluxo para expelir os antibiéticos que,
eventualmente, cheguem ao interior da célula (Pang et al.,, 2019). Todas estas

caracteristicas, em conjunto, fazem de P. aeruginosa uma espécie altamente
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susceptivel a resisténcia a antibidticos, o que se traduz clinicamente pelo
desenvolvimento de infe¢bes graves (ex: sepse em neutropénicos), sendo comum 0
emprego de antibioticoterapia empirica que, ao tentar cobrir diferentes cepas, é
normalmente feita pela combinacdo de dois ou mais antibidticos, como um

aminoglicosideo associado a antibiotico B-lactamico ou carbapenémico (Bodey, 2005).

Para pacientes internados em unidades de cuidado intensivo, o alto risco de
toxicidade renal faz necesséria a substituicdo do aminoglicosideo pela ciprofloxacina.
Independentemente da combinacéo, se a antibioticoterapia empirica ndo funcionar por
conta de resisténcia, o risco de morte aumenta mesmo quando a terapia €
posteriormente ajustada para o uso de antibiéticos eficazes quando os resultados da
cultura e do teste de suscetibilidade estiverem disponiveis (Kang et al., 2005; Russell,
2006; Osih et al., 2007).

Neste contexto, cepas multirresistentes tém sido observadas mesmo para
combinacgdes entre cefalosporinas de 52 geracédo e inibidores de beta-lactamases (ex:
ceftazidima + avibactam) e para a cefalosporina catecolica cefiderocol, como relatado
para isolados clinicos de pacientes com fibrose cistica, nos quais as taxas de
resisténcia foram de 49% e 30%, respectivamente. Embora os autores destaquem
como promissor o uso de antibiéticos pré-clinicos como as darobactinas (Losito et al,
2022; Marner et al., 2023), via de regra, cepas resistentes tendem a ser identificadas

tdo logo estes compostos passem a ser utilizados em larga escala.

A ocorréncia de cepas de P. aeruginosa multirresistentes em pacientes com
fibrose cistica se relaciona a alta frequéncia de cepas mutantes, as quais apresentam
defeitos nas enzimas de reparo do DNA e, portanto, também experimentam uma alta
frequéncia de danos no DNA causados pelas ROS produzidas por PMNs ativados
durante a infec¢do cronica (Oliver; Baquero; Blazquez, 2002). Estas cepas poderao
acessar uma série de mecanismos de resisténcia que, estando associados a formacgéao
de biofilmes, permitirdo que a bactéria sobreviva por décadas na presenca de
antibioticos, enquanto o tecido pulmonar € gradativamente destruido (Hgiby et al.,
2008).

Os biofilmes se caracterizam como um agregado complexo de bactérias
envolto em uma matriz autogerada de substancias poliméricas extracelulares, sendo

um dos principais mecanismos para a sobrevivéncia das espécies durante mudancgas
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inesperadas nas condi¢des de vida, como flutuacdo de temperatura e disponibilidade
de nutrientes (Thi; Wibowo; Rehm, 2020).

Neste sentido, a formacao de biofilmes é um aspecto central das infeccbes
pulmonares por P. aeruginosa, 0s quais representam comunidades de bactérias
aderidas a superficie celular e que se encontram inseridas em uma matriz extracelular
de substancias biopolimeéricas. As bactérias do biofilme séo fisiologicamente distintas
das da mesma espécie que vivem fora dele, podendo ser até mil vezes mais resistentes
a antibidticos. A matriz extrapolimérica produzida pelas bactérias do biofilme inibe a
fagocitose pelas células do sistema imunoldgico, sendo que biofilmes formados por
cepas de P. aeruginosa que produzem alginato exibem uma arquitetura altamente
estruturada e sao significativamente mais resistentes a antibiéticos do que os biofilmes

formados por cepas isogénicas ndo mucoides (Hentze et al., 2001; Alhede et al., 2020).

Ademais, por conta da formacdo de biofilmes, P. aeruginosa consegue
colonizar uma variedade de superficies, incluindo materiais médicos (cateteres
urinérios, implantes, lentes de contato, etc.) e equipamentos da industria de alimentos
(tanques de mistura, cubas e tubulacdes). Além de polissacarideos, os biofilmes séo
compostos por DNA extracelular, proteinas e lipidios, sendo esta matriz responsavel
por 90% da biomassa do biofilme, fornecendo nutrientes essenciais, enzimas e
proteinas citosolicas para a comunidade de bactéria que nela habita (Alhede et al.,
2020; Thi; Wibowo; Rehm, 2020).

A manutencao destes biofilmes, que permite o crescimento bacteriano longe
de estresses ambientais (como desidratacdo, ataques do sistema imunoldgico e
antimicrobianos) é dependente do controle pos-transcricional de genes relacionados a
expressao de fatores de viruléncia, papel este exercido pelos chamados small RNAs
(sSRNAs). Alguns dos sRNAs antisense, conhecidos como cis-sSRNAs, sdo codificados
a partir do mesmo locus cromossémico que o RNA-alvo e, dada a perfeita
complementaridade que estes apresentam entre si, 0 pareamento das bases entre o
SRNA e o0 RNA mensageiro (MRNA) podera ocorrer na auséncia de fatores proteicos

adicionais (Nielsen et al., 2010).

Ja os trans-sRNAs sdo codificados a partir de genes em loci distintos
daqueles que codificam as proteinas-alvos e, por conta do pareamento

descontiguo/imperfeito das bases com seus mRNAs-alvo, a montagem de complexos
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trans-sRNAs/mRNA nédo pode ocorrer diretamente (Nielsen et al.,, 2010).
Consequentemente, as bactérias Gram-negativas depender&o de chaperonas como a
proteina Hfq para promover o pareamento adequado entre as bases do sRNA e do
MRNA, enquanto as interacbes entre sSRNAs e mRNAs poderdo ocorrer
independentemente das chaperonas em algumas cepas de Gram-positivas (Mai et al.,
2019).

Além disso sabe-se que as chaperonas estao envolvidas nos processos de
secrecdo de efetores, através dos sistemas T3SS, T4SS e T6SS (Manera et al., 2021).
As chaperonas mantém a homeostase e interfere na agregagcao, desagregacao e
dodramento das proteinas (Kim et al., 2021).

Nesse contexto, a proteina Hfg estd ausente em Gram-positivos como
Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae ou Enterococcus faecium, e
mesmo a delecdo do gene da Hfg em Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis ndo
afeta a estabilidade das transcricbes. Em conjunto, esses dados sugerem que, embora
a Hfg seja amplamente expressa em Gram-positivas, ela pode n&o ter o mesmo
papel/impacto essencial na expressdo génica como observado para as Gram-
negativas (Christopoulou e Granneman, 2021; Mediati et al., 2021).

As bactérias utilizam um sistema de regulacdo génica dependente da
densidade celular, 0 quorum sensing, para se comunicarem umas com as outras por
meio da troca de moléculas sinalizadoras difusiveis, os autoindutores. Estas permitem
gue as bactérias compartilhem informacdes sobre a densidade celular e que ajustem
sua expressao génica para atuarem de maneira sincrona, como um unico individuo
coletivo (Striednig & Hilbi, 2022). A medida que a densidade populacional na
comunidade aumenta, os autoindutores sdo continuamente produzidos e secretados
pelas bactérias para se ligarem aos receptores cognatos nas células vizinhas. Isso
permite a ativacdo da expressdo génica de fatores de viruléncia, a formacao de
biofilmes, a produc¢é&o de toxinas ou de fatores de resisténcia a antibiéticos. Na maioria
das espécies, esses autoindutores se propagam por apenas alguns microns de
distancia a partir das células sinalizadoras ja que séo rapidamente captados pelas
bactérias receptoras, formando uma via de comunicacdo bastante localizada (van
Gestel et al., 2021).
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Na maioria das bactérias Gram-negativas, incluindo P. aeruginosa, 0s
autoindutores séo representados por N-acil homoserina lactonas (N-acil-HSLs), que
sao sintetizadas por proteinas do tipo Luxl e se ligam aos receptores do tipo LuUxR, os

ativadores da expressao génica (Ampomah-Wireko et al., 2021).

Existem dois tipos de pares de receptores/sintases do subtipo LuxR/Luxl, o
LasR/Lasl e o RhIR/RhII, sendo o primeiro o mais estudado. Contudo, o sistema Rhl
vem se mostrando uma via central para o design de farmacos que possam interromper
0s mecanismos de viruléncia de P. aeruginosa e de bactérias Gram-negativas em geral
(Taylor et al., 2021; Simanek et al., 2022). Conforme ilustrado na Figura 2, quando a
acil-HSL N-butanoil-L-homoserina lactona (Cs-HSL) previamente secretada no meio
atinge o receptor citoplasmatico cognato (RhIR), o receptor ativado ird desencadear a
transcricdo de varios fatores de viruléncia, que no sistema RhIR/RhIl de P. aeruginosa
sao representados por genes que controlam a producéo da elastase LasB, piocianina,
cianeto de hidrogénio (HCN) e ramnolipidios (Liao et al., 2022).

CaHsL Auto indutor
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Figura 2. Via de quorum sensing em Pseudomonas aeruginosa dependente de N-butanoil-L-
homoserina lactonas (Cs-HSL). Os genes rhIR e rhll codificam, respectivamente, o receptor
AHL (RhIR) e a ezima AHL sintase (Rhll), sendo que esta uUltima catalisa a conversao de S-
adenosilmetionina (SAM) em Cs-HSL. O auto indutor, Cs-HSL, também ativara um loop de
amplificacdo induzindo a sintese de small RNAs (sRNAs) que, ap6s complexacdo com a
proteina Hfq, estimulardo a transcricdo do gene rhll para aumentar ainda mais a producao de
Cs-HSL. Adaptado de Sonnleitner et al., 2006; Utari et al., 2017; Thomason et al., 2019 e
Shaker et al., 2020.
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Enquanto a elastase LasB ira degradar a flagelina bacteriana para prevenir
uma resposta de reconhecimento imune mediada por flagelina (Casilag et al., 2016),
a piocianina, embora prejudicial para as células hospedeiras, permite que a bactéria
sobreviva nas areas de baixo oxigénio do biofilme (Meirelles; Newman, 2018). Isso
sera vantajoso para P. aeruginosa na competicAo com outras espécies como
Staphylococcus aureus em regibes microaerobicas de biofilmes nos pulmdes de
pacientes com fibrose cistica. Por meio da descarboxilacdo oxidativa da glicina, a P.
aeruginosa produzira cianeto de hidrogénio (HCN) para envenenar o metabolismo
aerobico e o crescimento do S. aureus e, embora 0 S. aureus seja 0 primeiro a
colonizar as vias aéreas nos estagios iniciais da fibrose cistica, ele sera entdo
posteriormente superado/ substituido pela P. aeruginosa (Létoffé et al., 2022). Por
outro lado, a producdo de ramnolipidios garantird a arquitetura adequada dos
biofilmes, degradando o surfactante pulmonar e diminuindo a tensdo superficial que

dificulta a movimentacéo bacteriana (Tuon et al., 2022).

O C4-HSL também induzird a sintese de sRNAs que modulam a fisiologia
bacteriana ao se emparelhar com os mMRNASs bacterianos para regular a sua tradugao.
Esse processo € dependente da proteina Hfg que forma um complexo proteina-sRNA
estavel, facilitando a subsequente interacdo SRNA-mRNA (Sonnleitner; Romeo; Blasi,
2012; Malgaonkar; Nair, 2019). Assim, a expressao do gene rhll é ativada, codificando
a enzima AHL sintase que converte S-adenosilmetionina (SAM) em Cs-HSL,
funcionando como um loop de amplificacdo para a ativacdo do receptor RhIR
(Thomason et al., 2019).

Portanto, considerando que seja possivel impedir a interacdo Hfg-sRNA, a
maior parte da expressdo dos fatores de viruléncia de P. aeruginosa seria afetada,
reduzindo assim a prevaléncia e a gravidade das infec¢cdes causadas por esta
bactéria. De fato, cepas de P. aeruginosa com knockout para o gene hfq
demonstraram uma reducdo substancial na sua taxa de crescimento ja que estas
perdem a capacidade de utilizar glicose como fonte de carbono. Além disso, a
producdo de elastase foi reduzida em 80% e a viruléncia, em geral, foi
significativamente atenuada quando administrou-se a cepa por via intraperitoneal em

camundongos (Sonnleitner et al., 2003).

Conforme ja abordado, as infec¢cdes multirresistentes causadas por P.

aeruginosa e por bactérias Gram-negativas em geral vém aumentando nos ultimos 20
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anos, incluindo meningites, pneumonias, septicemias e infec¢des de sitio cirdrgico
(Sader et al., 2022). Neste sentido, cientistas nas industrias e na academia tém voltado
esforcos para a identificacdo e validacdo de novos alvos terapéuticos, buscando
contornar seus mecanismos de resisténcia a antibiéticos para, assim, combater este
crescimento quase que continuo observado nas infecges bacterianas hospitalares
(Tondi et al., 2021).

Considerando a perspectiva de se identificar moléculas que possam
dificultar a interacdo Hfg-sRNA em concentra¢cées subnanomolares, de modo que a
viruléncia bacteriana possa ser atenuada de modo a se alcancar infeccdes
clinicamente mais brandas, a proposta deste trabalho foi a de avaliar a proposicéo de
Jakobsen et al. (2012) que um produto natural presente em alguns vegetais do género
Allium como alhos e cebolas (Vukovi¢ et al., 2023), o ajoeno, teria como alvo ligado a
sua acao antibacteriana a proteina Hfg e que este afetaria a interagdo com o RNA de

modo a reduzir a concentracao de Cs-HSL.

O alho integra as 71 plantas nativas/exoticas listadas na Relacdo Nacional
de Plantas Medicinais de interesse ao SUS - RENISUS (Brasil, 2009), sendo sabido
gue o ajoeno contribui para as propriedades antimicrobianas (Keita; Darkoh; Okafor,
2022), anticoagulantes (Hareera; Wijesekara; Bandara, 2022) e antitumorais (Patifio-

Morales et al., 2021) associadas a planta.

Ao se esmagar o alho, tem-se o calor necessario para a formacgao do ajoeno
a partir da alicina (Figura 3), sendo este formado na forma dos isdbmeros E- (trans) e
Z- (cis) (Naznin et al., 2015), mistura também observada para os processos de sintese
qguimica (Bjarnsholt et al., 2012). O isbmero Z- se mostra 0 mais potente entre Gram-
positivas e -negativas sendo, contudo, ambos pouco ativos contra P. aeruginosa (MIC
> 500 ug/mL) (Yoshida et al., 1998).
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Figura 3. Formag&o de ajoeno a partir de alicina mediante fornecimento de energia ao se
esmagar o alho. Adaptado de Naznin et al. (2015).

Em conjunto, estas observacdes ressaltam a utilidade do ajoeno muito mais
como uma ferramenta farmacoldgica para se estudar o quorum sensing da bactéria
do que como um possivel antibacteriano de uso clinico, ndo sendo surpreendente a
constatacdo de que o uso de capsulas de alho em um estudo clinico controlado com
pacientes com fibrose cistica hdo se mostrou superior ao uso de placebo (Smyth et
al., 2010). Contudo, o farmaco mostra potencial como adjuvante na associacao a
outros antibidticos, sendo constatada a morte de mais de 90% das células nos
biofilmes quando estes foram cultivados na presenca de ajoeno e posteriormente

tratados com tobramicina (Jakobsen et al. 2012).

Observa-se que o uso de agentes de dispersao de biofilme (inibidores de
quérum sensing, Oxido nitrico/nitroxidos, peptideos antimicribianos/aminoacidos) é
uma estratégia eficaz para controlar ou até mesmo inibir a formacédo de biofilme

bacteriano (Hawas et al., 2022).

Embora o ajoeno possa ser considerado um inibidor potencialmente fraco
da proteina Hfg, com um ICso de 15 uM com relacéo a reducgéo na expressao de LasB
apos a inibicdo do quorum sensing (Fong et al., 2017), ao se elucidar o seu modo de
ligagéo, seria possivel definir as bases necessarias para o desenvolvimento futuro de
inibidores de Hfg mais potentes. Neste sentido, Fong et al. (2017) sintetizaram 23
compostos estruturalmente relacionados ao ajoeno e avaliaram sua acgao sobre a
inibicdo do quorum sensing de P. aeruginosa. A ideia dos autores foi a de incorporar

a duplaligacao vizinha a ligacdo na forma de um benzo[d]tiazol, sendo algumas outras
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variacdes estruturais propostas para se avaliar o efeito sobre a reducéo na expresséo
de LasB.

Na primeira subsérie de analogos (Figura 4), os autores utilizaram acido
meta-cloroperbenzéico (m-CPBA) para oxidar o dissulfeto de dialila a alicina e, assim,
utilizé-la como fonte de alila na sintese dos dissulfetos com tidis heterociclicos. Ja na
segunda subsérie, a alila € abolida das estruturas, sendo os dissulfetos sintetizados
diretamente pela reacdo entre os tidis de interesse na presenca de 2,3-dicloro-5,6-
diciano-1,4-benzoquinona (DDQ) (Fong et al., 2017).
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Figura 4. Sintese de analogos do ajoeno, conforme relatado por Fong et al. (2017).

Neste trabalho explorou-se as interacdes do ajoeno e de 23 analogos
descritos por Fong et al. (2017) com trés sitios de ligacdo de RNA da proteina Hfg, de
modo a se definir os modos de ligacdo mais provaveis para esses compostos com a
proteina alvo. Dessa forma, vislumbrou-se entender 0s processos que possam guiar
o desenvolvimento da proxima geracdo de farmacos antibacterianos, ou seja,
compostos capazes de interromper a comunicagao célula-célula de forma reduzir sua
patogenicidade e facilitar assim o tratamento de infec¢gées multirresistentes (Tonkin et
al., 2020).
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2. OBJETIVOS

Sugerir a localizacdo do sitio de ligacdo do ajoeno e de alguns de seus
analogos estruturais junto a proteina Hfq de Pseudomonas aeruginosa através de

simulacdes de docagem molecular.



29

3. METODOS

As estruturas cristalograficas de raios X da proteina Hfq de Pseudomonas
aeruginosa foram baixadas do Protein Data Bank em complexos com citidina-5'-
trifosfato — CTP (PDB ID 4J6W, resolucéo de 1,80 A) e uridina-5'-trifosfato — UTP (PDB
ID 4J6X, resolucéo de 2,22 A). Por conta da sua resolucéo, este Ultimo complexo esté
propenso a exibir coordenadas ausentes para as cadeias laterais de alguns de seus
aminoacidos (Blow, 2002), de modo que ambos os complexos foram submetidos ao
maodulo DockPrep do software Chimera da Universidade de S&o Francisco - California
(Pettersen et al., 2004) para completar as potenciais cadeias laterais ausentes usando
a biblioteca de rotameros de Dunbrack (Shapovalov e Dunbrack, 2011) e para
adicionar as cargas corretas aos residuos de acordo com o pH fisiologico.

As simulagdes de docagem molecular foram realizadas usando o software
GOLD, utilizando parametros semelhantes aos descritos em trabalhos anteriores do
grupo de pesquisa. Basicamente, iniciou-se pela construcdo das estruturas 3D dos
compostos utilizando a verséo on-line do software Corinal, o qual atribui aos modelos
3D comprimentos e angulos de ligacdo pré-definidos de acordo com seu tipo de
ligagdo, tipo de a&tomo e estado de hibridagdo. Assim, usando as conformacdes
padronizadas, ndo bioativas, dos ligantes geradas pelo Corina como input para o Gold
garante-se simulacdes reprodutiveis jA que o software de docagem as usara para
gerar um novo conjunto de posi¢oes, orientacdes e conformacdes, i.e., hovas poses
para cada ligante, as quais séo testadas sistematicamente no sitio de docagem
(Oliveira Neto et al., 2020).

A geracdo das poses de docagem é realizada com base nas regras
definidas pelo algoritimo de amostragem, chamado de algoritimo genético no caso do
Gold por ter sido inspirado na teoria da evolucao de Darwin. Ao se tracar um paralelo
entre 0 processo de criacdo das novas poses a serem ensaiadas no sitio de docagem
a partir da(s) pose(s) original(is) e o processo de geracédo de novos individuos com
base nas caracteristicas genéticas de seus pais, 0s graus de liberdade de cada ligante
sdo codificados como cadeias binarias chamadas de “genes”, os quais, em conjunto,
compde um “cromossomo” (i.e., a pose do ligante). Assim, os algoritimos genéticos

permitem que os individuos (poses) melhor adaptados (ou seja, que realizam

! https://[demos.mn-am.com/corina.html
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interagBes importantes com o alvo) tenham suas caracteriticas transmitidas para a
proxima geracdo enquanto mutacdes aleatorias ou dirigidas (nas conformacgdes)
aplicadas pelo algoritimo séo utilizadas para ampliar a diversidade genética

(conformacional) (Rodrigues et al., 2015).

Os algoritmos de amostragem foram aplicados com 100% de eficiéncia e
de flexibilidade, o que significa que nenhuma constraint foi aplicada para tendenciar a
geracdo das poses. O sitio (ou esfera) de docagem foi definido a partir do centro
geométrico (centréide) de cada ligante cristalogréfico, cujo o raio foi visualmente
definido de modo a se incluir todos os residuos que realizavam intera¢cdes com tais
ligantes em cada subsitio (Tabela 2). A validacdo dos métodos de docagem foi feita
com base no procedimento de redocking ou redocagem, no qual a pose de docagem
gerada a partir da conformacdo de entrada do Corina € comparada com a pose
cristalogréfica, que se assume representar a conformacgéo bioativa. Para tanto,
realiza-se o célculo dos valores de raiz quadrada do desvio quadratico médio (Root
Mean Square Deviation, RMSD), uma medida da divergéncia entre a posi¢céo de cada
atomo correspodente nas poses de docagem e cristalogréfica. Assim, se o valor de
RMSD for igual a zero, significa que as duas poses sao idénticas mas, na pratica,
assume-se que o método de docagem consegue predizer a pose bioativa se o valor
de RMSD observado for inferior a 2A (Yusuf et al., 2008).

Tabela 2. Lista de parametros usados para a validagéo e predigcdo dos modos de ligagédo do

ajoeno e analogos por meio de simula¢des de docagem molecular.

Residuos que
Sitio de interacdo do interagem com o Raio de docagem RMSD calculado entre

. . . a pose de docagem e
RNA na proteina Hfq crisiﬁggtrgfico A a cristalogréafica (A)*

Phe*®, His®"°, Phe*?f
GIn*'F, His%F e GIn®F.

Sitio CTP proximal 0,88

Asn13®, Argles’ LySl7B
e Phe3%,

Sitio UTP lateral 1,69

GIn®%, ThréIF, SeréoF, 1,03
Sitio CTP distal Leu?sF, Tyr®F e 11
Asn?8P,

*O raio da esfera de docagem foi definido a partir do centréide do ligante cristalografico de modo a
incluir todos os residuos que compunham um determinado sitio de ligagdo do RNA. **RMSD = Root-
Mean-Square Deviation, uma medida da distancia média entre os atomos na pose de referéncia
(cristalogréfica) e a de docagem.
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As poses de docagem geradas no Gold para cada composto sdo entao
automaticamente ranqueadas de acordo com a funcéo de escore, que neste caso foi
a ChemScore. Assim, a medida que as poses de docagem sdo ensaiadas no sitio
ativo, a ChemScore permite estimar a afinidade da interacdo entre a proteina e o
ligante ao se considerar a realizacao de ligagoes de hidrogénio, interagdes com metais
e lipofilicas, assim como a perda na entropia conformacional do ligante apés a ligacao
com a proteina-alvo (Verdonk et al., 2003). Por padrdo, o Gold ranqueia as dez poses
de maior escore para cada composto, mas, neste trabalho, optou-se por trabalhar
apenas com as trés poses principais. Isso porque em trabalhos anteriores com o
mesmo programa, Yan e Wang (2016) demonstraram que as trés poses mais bem
ranqueadas pela ChemScore continham a pose bioativa em 85% dos casos.

Assim, foram geradas a trés principais poses para cada um dos 23
analogos do ajoeno descritos por Fong et al. (2017) e, considerando que a pose
bioativa poderia, em teoria, estar igualmente distribuida entre qualquer uma das trés
poses de cada ligante, utilizou-se um plug-in do Excel, o Kutools (Haikou, Hainan,
China), para se calcular cada uma das combinacdes possiveis entre as 3 poses dos
23 compostos para cada um dos trés subsitios de ligacdo do RNA na proteina Hfq.
Desse modo, assume-se que ao reduzir o niumero de poses de analise de 10 para 3,
tem-se uma melhor relacdo custo-beneficio ao se diminuir o nimero de combinacdes

possiveis de poses para 0s 23 compostos.

Funcdes de escore como a ChemScore foram projetadas com o intuito
principal de se ranquear as diferentes poses de um mesmo composto e ou de
diferentes compostos no processo de interagdo com um dado alvo biol6gico. Contudo,
guando se tenta utilizar os valores de escore de docagem por elas gerados como uma
estimativa direta de valores de afinidade do ligante com a proteina (i.e., valores de
energia livre de Gibbs), tende-se a observar uma correlacdo pobre com os valores
experimentalmente determinados ja que estas ignoram, entre outras coisas, o0 impacto
de processos como os de solvatagcédo/dessolvatacéao do ligante e da proteina quando
estes interagem diretamente entre si (Verdonk et al., 2003).

Neste sentido, Pu et al. (2017) observaram uma melhora significativa (i.e.,
coeficiente de correlacdo passou de 0,22 para 0,77) quando os valores de afinidade
entre ligante-proteina originalmente estimados por uma funcéo de escore derivada da

ChemScore foram recalculados através do método Mecanica Molecular/Area de
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Superficie Generalizada de Born (Molecular Mechanics/Generalized Born Surface
Areas, MM/GBSA). Conforme ilustrado na Equacéo 1, a variacao na energia livre de
Gibbs (AGpoind) resultante da ligagéo entre um dado ligante (L) a uma proteina (P) pode
ser calculada a partir da energia do complexo proteina ligante (GpL) descontando-se

os valores de energia da proteina (Ge) e do ligante (GL) isoladamente.

AGpind = GpL — (Gp + GL) (1)
AGuind=AH-T.AS (2)
AGying = (AEmm + AGsol) = T.AS ~ (3), sendo que:
AEvmv = AEint + AEcle + AEvaw (4), e que:

AGsol = AGeg + AGsa (5)

Outra forma de expressar AGoind, @ temperatura e pressédo constantes, &
em termos das variagdes que ocorrem na entalpia (AH) e na entropia (AS) do sistema
durante o processo de ligacdo (Equacéao 2). A vantagem nesse caso é que €é possivel
utilizar métodos computacionais para se estimar as variagdes na entalpia (AH) durante
o processo de formagao do complexo PL a partir de P e L. Para tanto, AS é
desmembrado em termos das varia¢gdes de dois componentes principias (Equacgéo 3)
sendo que no primeiro sao utilizados campo de forca classicos de mecéanica molecular
para estimar as variacfes na energia de uma dada molécula (P ou L) em funcéo das
variacdes na sua conformacao, i.e., AEmm. Assim, AEmm pode ser calculada a partir da
soma das variacfes na energia interna da molécula, AEix (energia de ligacéo, angulos
e diedros), energia eletrostatica (AEele) e energias de van der Waals (AEvaw, EQuacéo
4). J4 o segundo componente de AS é expresso em termos das variagcbes na soma
das energias de solvatacao eletrostaticas (AGsol), a qual também € subdividida em
termos das contribuigées polares (AGes) e apolares (AGsa) da interagdo entre o soluto
(P e L) e o solvente (Equacéao 5) (Wang et al., 2019).

Desse modo, o método MM/GBSA foi utilizado para se calcular os valores
de AGeind para as trés principais poses para cada um dos 23 analogos do ajoeno (ver
secdo de resultados e discussédo), totalizando 69 valores de AGoind € que foram

dispostos em todas as combinac¢6es possiveis de poses, conforme ja citado. A relagéo
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entre os valores de escore de MM/GBSA com os valores experimentais de 1Cso
referentes a reducdo na expressao de LasB para cada composto foi entdo avaliada
por meio do calculo do coeficiente de correlacdo de Pearson (r), o qual representa a
forca e a natureza (positiva ou negativa) de uma associacdo linear entre duas
variaveis. Este coeficiente é admensional e varia entre -1 e +1, sendo que o valor de
+1 representaria um grafico do tipo de dispersédo onde todos os pontos cairiam dentro
de uma reta com inclinagcéo positiva (i.e., uma associacao positiva perfeita) e o valor

—1 numa reta similar, mas com inclinacao negativa (LeBlanc, 2003).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A forma hexamérica da Hfq de P. aeruginosa apresenta um formato 3D de
doughnut (i.e., um toréide), para a qual trés sitios de ligacdo de RNA diferentes foram
identificados: um proximal (ou central), um sitio de ligacéo lateral e um distal (Murina
et al., 2013). Portanto, essas bactérias exibirdo trés sitios de ligacdo de RNA para
cada mon6mero de Hfg, onde o sitio proximal/central tem afinidade por pirimidinas
(Figura 5A), o sitio lateral por uridinas (Figura 5A) e o sitio distal € um dominio
universal de ligagdo ao RNA (Figura 5B) (Link et al., 2009; Murina et al., 2013; Sauer
e Weichenrieder, 2011).

Figura 5. Vista frontal (A) e posterior (B) da proteina Hfg de Pseudomonas aeruginosa (PDB
ID 4J6W). O painel A destaca a pose cristalogréafica da citidina-5'-trifosfato (CTP, atomos de
carbono em amarelo, PDB ID 4J6X) no sitio de ligacao proximal/central e da uridina-5'-
trifosfato (UTP, atomos de carbono em verde, PDB ID 4J6W) no sitio de ligacéo lateral,
enquanto o sitio de ligagéo distal (B) é destacado pelo complexo com o CTP (dtomos de
carbono em roxo, PDB ID 4J6W).

Para identificar o sitio de interagdo do ajoeno entre esses trés sitios de
ligagcdo do RNA em cada monémero da Hfg, partiu-se da premissa basica que norteia
a maioria dos estudos de relacdes estrutura-atividade, onde pequenas alteracdes na
estrutura central de um composto de referéncia impactardo no modo de ligacdo com
a proteina-alvo, o que pode ser quantitaviamente expresso em termos de mudancgas
em suas respostas bioldgicas (Hulzebos et al., 2001). Anteriormente, Fong et al.,

(2017) descreveram a sintese de 23 analogos estruturalmente relacionados ao ajoeno
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(Tabela 3) junto com os valores de ICso correspondentes a inibicdo na expresséo da

proteina LasB, um dos gene-alvo do quorum sensing de P. aeruginosa.

Como em estudos anteriores com cepas knock-out de Hfg da bactéria
houve uma reducéo de seis vezes na expressao de LasB (Sonnleitner et al., 2006),
trabalhou-se com a hipotese de que os diferentes potenciais desses analogos na
reducdo da expressédo do gene LasB estariam diretamente correlacionados com suas

afinidades de ligacéo a proteina Hfq.

Consequentemente, utilizou-se simulacées de docagem molecular para
estimar as afinidades entre ligante-alvo para esses 23 compostos em cada um dos
trés sitios de ligacdo de RNA da Hfg. Usando o mesmo algoritmo de amostragem e
funcbes de escore do método aqui empregado, Yan e Wang (2016) alcangcaram mais
de 85% de taxas de sucesso na predicdo dos modos de ligacdo bioativos para os

compostos docados quando as trés principais poses de docagem eram consideradas.

Portanto, incluiu-se nas andlises todas as combinacdes possiveis entre as
trés poses de docagem mais bem ranqueadas para cada composto, em cada um dos
trés sitios distintos de ligacdo ao RNA (ou seja, sitios proximal, lateral e distal). Para
tornar o método ainda mais preciso, os escores de docagem originais foram
substituidos pelas energias livres de ligacao (AGynind) calculados através do método
MM/GBSA (Wang et al., 2019).
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Tabela 3. Afinidades de ligacdo estimadas por método de Mecanica Molecular/Area de
Superficie Generalizada de Born (MM/GBSA) para 23 analogos relacionados ao ajoeno na
interacdo com trés sitios de ligagdo ao RNA da proteina Hfg e os valores experimentais de
ICso para a reducéo na expresséo de LasB (Fong et al., 2017).

Afinidades de ligacdo estimadas

Vassq EdUsEode  (\iMiGBSA AG em keal/mol)
Estrutura | | LasB
molecular . o
Sitio Sitio
(ICs0, M) _ Sitio lateral
proximal distal
S /S@CI
S
(:[,\%_ 309,86 0,56 —54,27 -39,92 -58,50
16
FsC S /s@u
oS
N 377,86 0,58 —-60,75 —-40,65 -61,44
17
S /S@CI
Ty
N 323,88 0,68 -59,49 —45,25 -62,20
18
~ O S ,s@u
T
N 353,91 0,72 -61,26 -39,99 -62,01
19
cl < /S—/:
T
N 273,83 0,78 -55,05 -41,40 —-65,10
20
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N 239,38 0,98 —38,68 —33,07 —44.79
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S_/:

s /
s
N 253,41 1,12 -53,30 -37,99 -57,35
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257,76

1,34

1,35

1,66

2,20

2,28

3,25

3,45

3,58

4,08

-45,51

-56,45

—41,85

—47,92

—44,02

-56,86

—47,23

—-60,54

-53,95

-37,73

—42,81

-35,20

-36,56

-29,45

-34,39

-33,31

-39,57

-35,96

37

-46,96

-60,51

—-55,86

~52,09

~46,48

—64,08

~56,24

-61,24

-58,69
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299,84 6,00 -53,86 ~22,06 -50,09
32
%S CF3
FaC s 5 @
L
N 468,48 12,13 -58,56 -33,91 -48,83
33
S
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7S N
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S
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Q
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37

\ S 0
e s
\C[%S N 420,59 45,38 5,84 -34,59 —48,69

N
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Em um estudo anterior comparando valores experimentais de atividades
enzimaticas com diferentes métodos tedricos de estimativa de afinidades de ligacéo
entre ligante-proteina, Pu et al. observaram um aumento no coeficiente de correlagao
de 0,22 usando uma funcao de escore derivada da ChemScore para 0,77 quando os
valores de AGbind foram calculados para as mesmas poses de docagem com o
método MM/GBSA. Desse modo, na Tabela 3 sdo descritos os valores de MM/GBSA
AGypind para as combinagdes de poses onde o coeficiente de correlagdo maximo foi

alcancado para cada sitio de ligacdo de RNA na Hfq.
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Como se pode observar na Tabela 4, embora uma correlacdo positiva
tenha sido obtida todos os trés sitios de ligagdo do RNA, uma correlagdo forte foi
observada apenas para o sitio CTP proximal. Portanto, estas analises sugerem que o
ajoeno e seus analogos modulam o sistema de quorum sensing de P. aeruginosa ao
impedir a ligacdo de sRNAs no sitio de ligagdo proximal da proteina Hfg. Em ultima
andlise, isso diminuiria a expressdo da enzima AHL sintase Rhll em resposta as altas
densidades celulares (ou seja, quando o0 quorum sensing estaria completamente
ativado), reduzindo assim a concentracao total de Cs4-HSL, como hipotetizado por
Jakobsen et al. (2012).

Sabe-se que as bactérias tém quatro fases de crescimento sendo a fase
exponencial e a estacionaria as principais para ativacdo do quorum sensing (JoVE,
2023).

Tabela 4. Coeficientes de correlacdo de Pearson ilustrando a for¢ca da correlacdo entre os
escores calculados via método MM/GBSA (Tabela 3) e os valores experimentais de I1Cso

acreca da reducéo na expressédo de LasB em Pseudomonas aeruginosa.

Coeficiente de correlacéo de

Sitio de ligagdo RNA Interpretacéo
Pearson
Proximal 0,84 Correlacao positiva forte
Lateral 0,51 Correlacao positiva moderada
Distal 0,60 Correlacao positiva moderada

Neste contexto, os SRNAs de Gram-negativas podem ser categorizados
como de Classe | ou Il, onde os sRNAs de Classe | usam um terminador rico em
uracilas independente do fator acessorio Rho para se ligarem ao sitio proximal, sendo
posteriormente estabilizados por uma segunda interacdo no sitio lateral. Em seguida,
a Hfg ira desempenhar seu papel como matchmaker na regulagéo pos-transcricional
por meio da ligacdo do mMRNA ao sitio distal. Nos sRNAs de Classe Il, no entanto,
apos a mesma interacdo do terminador rico em uracilas independente do fator
acessorio Rho com o sitio proximal, os sSRNAs formardo uma segunda interagdo com
o sitio distal, para entdo se emparelharem com o0 mMRNA que se liga ao sitio lateral da
Hfg (Schu et al., 2015).
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Em ambos os casos, a interacéo inicial dos sRNAs com a Hfg dependera
da interagdo com o sitio proximal de um unico residuo de uridina por monémero (ou
seja, até seis interacdes por hexadmero) (Schu et al., 2015), um fato consistente com
a hipétese de que o ajoeno poderia impedir a interagcdo com 0s SRNAs ao se ligar aos
sitios proximais da Hfg em Gram-negativas. No entanto, esse quadro pode ser ainda
mais complexo considerando que pelo menos trés sRNAs distintos modulam o
sistema RhIR/Rhll em P. aeruginosa. Malgaonkar e Nair (2019) demonstraram que um
SRNA dependente de Hfg chamado PhrD aumentou os niveis de transcricdo de RhIR

e a producdo de ramnolipidios e de piocianina.

Ao mesmo tempo, Thomason et al. (2019) identificaram um sSRNA
denominado RhIS, também dependente de Hfg, que controlaria a expressao da
enzima Rhll. Os autores construiram uma cepa de P. aeruginosa onde o terminador
independente de Rho foi deletado e, apesar das quantidades semelhantes de mRNA
observadas em comparacdo com cepas selvagens, uma reducdo de 10x nos niveis
de Cs-HSL foi produzida, sugerindo que esses efeitos resultariam de uma deficiéncia
na interacdo com a Hfg e seus efeitos resultantes na regulacdo pdés-transcricional
mediada por RhIS em rhil.

Por outro lado, o0 sSRNA P27 descrito por Chen et al. (2019) reprimiu a
traducdo de mRNAs ligados ao rhll de maneira Hfg-dependente e, dessa forma,
mutacdes que abolissem o pareamento entre SRNA-mMRNA conseguiram restaurar a
expressao de rhll e a producéo de ramnolipideos. Nesse caso, a supressao da ligacao
do P27 ao Hfg pelo ajoeno favoreceria, de fato, a producdo de ramnolipideos, o que
contraria as observacdes de que o ajoeno reduzia, de forma dose-dependente, a
concentracdo de Cs4-HSL e a producdo de ramnolipidios (Jakobsen et al., 2012).
Portanto, sem avaliar quantitativamente o impacto geral de PhrD, RhIS e P27 sobre a
sinalizagéo de C4-HSL e, em Ultima andlise, sobre todo o sistema de quorum sensing,

uma hipétese mais precisa nao pode ser formulada.

Os modos de ligacdo para os 23 compostos na Tabela 3 séo ilustrados nas
Figuras 6-10, sempre utilizando a estrutura do ligante cristalografico CTP como
referéncia. Embora o CTP dependa de interacbes de empilhamento 1T-11 envolvendo
sua citidina e de multiplas ligacfes de hidrogénio realizadas com sua ribose e grupos
fosfato para a interacdo com o substio proximal da Hfg, os analogos de ajoeno, em

geral, tendem a realizar uma Unica ligacdo de hidrogénio via nitrogénio do nucleo
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benzo[d]tiazdl. Isso € observado para 15 dos 23 andalogos, excluindo os compostos
22, 23, 27, 29, 33, 36 e 37 que, ou ndo tem esse ndcleo em sua estrutura (27 e 37),
ou realizam ligacbes de hidrogénio através de outros grupos (23 e 29) ou
simplesmente ndo apresentam nenhuma ligacdo de hidrogénio (22 e 36). As
interacdes mais frequentemente observadas foram interagdes por empilhamento -
alquil/tt-mr com os anéis benzo[d]tiazol ou fenilicos, observados para todos os 23
compostos, e também interagbes 1-enxofre, as quais estariam ausentes apenas em
17 e 24.

Para compostos que apresentam grupos vinilicos (ou seja, 20, 21, 22, 24,
27, 29, 30, 31 e 36), estes grupos estariam envolvidos em interacdes diretas em
apenas dois casos: 27 e 29. Portanto, esses provavelmente ndo Sdo grupos
essenciais para a interacdo com a proteina Hfq e poderiam ser substituidos dissulfetos
contendo grupos arilicos/heteroarilicos/heterociclicos pequenos de maneira a explorar
melhor as interagdes de empilhamento r-alquil/TT-m com residuos do sitio proximal. O
aspecto ndo essencial dos grupos vinilicos também é aparece quando se realiza a
comparacao dos valores de ICso para 21 e 26, por exemplo (Tabela 3), ja que a sua

Oomissao nao torna 0 composto inativo.

Embora o ajoeno ndo seja 0 composto mais potente da série, certamente é
0 mais amplamente estudado e o mais relevante do ponto de vista de estudos para o
tratamento de infeccbes bacterianas. Portanto, também foram inspecionadas as trés
principais poses para o Z- e E-ajoeno ajoeno no sitio proximal de ligacdo de RNA, que
estdo representadas, respectivamente na Figuras 11A e 11C. Em ambos 0s casos,
todas as poses apresetaram orientacdes bastante semelhantes e com os valores de
RMSD que variaram de 0,85 a 1,02 A para o Z-ajoeno e de 0,33 a 1,34 A para E-
ajoeno o que as tornam, para fins praticos, equivalentes e intercambiaveis (Caroli et
al., 2014).

As interacGes mais relevantes previstas para Z- e E-ajoeno séo ligacdes de
hidrogénio, realizadas entre seus oxigénios tiocetbnicos com, respectivamente,
GIn®/Lys®® ou His®’ (Figura 11B e 11D). Assume-se que essas ligacées de H possam
impedir interagcdes semelhantes entre o oxigénio carboxilico de CDP com a GIn® ou

as hidroxilas da ribose com His®” (Figura 6).
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Interagoes:

- Ligacdo de halogénio

- Ligago de hidrogénio

T-doador de hidrogénio

|:| T-alquil/hidrofébica

Figura 6. Esquerda: pose cristalografica do CTP (atomos de carbono em amarelo) e os modos de ligacéo previstos para 16-19 (0,55 < ICsq_j1asB
< 0,80 uM), respectivamente, no sitio Hfg proximal (PDB ID 4J6W). Nos painéis da direita estao representadas as interacfes intermoleculares
realizadas pelos ligantes, juntamente com os principais residuos de aminoacidos, destacados em amarelo esverdeado para a cadeia B, verde
para a cadeia C, ciano para a cadeia D e roxo para a cadeia F.
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Interagoes:
- Ligacdo de halogénio

- Ligagdo de hidrogénio

m-doador de hidrogé&nio

Figura 7. Esquerda: pose cristalografica do CTP (atomos de carbono em amarelo) e os modos de ligacéo previstos para 20-24 (0,80 < ICsq_jLasB
< 1,40 uM), respectivamente, no sitio Hfq proximal (PDB ID 4J6W). Nos painéis da direita estao representadas as interacées intermoleculares
realizadas pelos ligantes, juntamente com os principais residuos de aminoacidos, juntamente com os principais residuos de aminoacidos,
destacados em amarelo esverdeado para a cadeia B, verde para a cadeia C, ciano para a cadeia D e roxo para a cadeia F.
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Giye

Interagoes:

- Ligacdo de halogénio
Glye

s P it |7 igacao de nicrogenio

m-doador de hidrogénio

Figura 8. Esquerda: pose cristalogréafica do CTP (&tomos de carbono em amarelo) e os modos de ligacédo previstos para 25-29 (1,40 < ICso_jLasB
< 3,50 uM), respectivamente, no sitio Hfq proximal (PDB ID 4J6W). Nos painéis da direita estao representadas as interacées intermoleculares
realizadas pelos ligantes, juntamente com os principais residuos de aminoacidos, destacados em amarelo esverdeado para a cadeia B, verde
para a cadeia C, ciano para a cadeia D e roxo para a cadeia F.
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Interagoes:
- Ligacdo de halogénio
- Ligagao de hidrogénio

T-doador de hidrogénio

Figura 9. Esquerda: pose cristalografica do CTP (atomos de carbono em amarelo) e os modos de ligacéo previstos para 30-34 (3,50 < ICsq_jLasB
< 14,50 uM), respectivamente, no sitio Hfq proximal (PDB ID 4J6W). Nos painéis da direita estdo representadas as interacdes intermoleculares
realizadas pelos ligantes, juntamente com os principais residuos de aminoacidos, destacados em amarelo esverdeado para a cadeia B, verde
para a cadeia C, ciano para a cadeia D e roxo para a cadeia F.
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Interagoes:

- Ligacdo de halogénio

- Ligago de hidrogénio

T-doador de hidrogénio

|:| m-enxofre

- T-sigma

- TT-TT

|:| T-alquil/hidrofébica

Figura 10. Esquerda: pose cristalografica do CTP (atomos de carbono em amarelo) e os modos de ligagao previstos para 35-38 (14.50 < ICsq_jLasB
< 45.40 uM), respectivamente, no sitio Hfq proximal (PDB ID 4J6W). Nos painéis da direita estdo representadas as intera¢des intermoleculares
realizadas pelos ligantes, juntamente com os principais residuos de aminoacidos, destacados em amarelo esverdeado para a cadeia B, verde
para a cadeia C, ciano para a cadeia D e roxo para a cadeia F.
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B

Interagdes:

- Ligagdo de hidrogénio

l:l T-enxofre
I:l Tr-alquilthidrofébica

Figura 11. A) Pose cristalografica do CTP (&tomos de carbono em amarelo) junto aos trés
principais modos de ligacao previstos para o Z- ajoeno (A) e E-ajoeno (C) no sitio Hfg proximal
(PDB ID 4J6W). Interacdes intermoleculares realizadas pelo Z- (B) e E-ajoeno (D) sdo
mostradas, juntamente com os principais residuos de aminoacidos, destacados em amarelo
esverdeado para a cadeia B, verde para a cadeia C, ciano para a cadeia D e roxo para a
cadeia F.

Enquanto o Z-ajoeno apresentaria duas ligacbes de hidrogénio
convencionais, a ligacao de hidrogénio no E-ajoeno seria reforcada por uma interacao
-enxofre entre a tocetona e o mesmo residuo de aminoacido (His®’), aumentando,
assim, a forca total da interagcdo. Ambos os isbmeros exibiriam interagdes 1-enxofre
envolvendo os atomos da ligacdo de dissulfeto central, bem como interagdes Tr-
alquil/nidrofébicas em seus grupos vinilicos terminais, o que permitiria manter a esta
parte da molécula interagir com uma porc¢ao hidrofébica do sitio proximal. Devido as
interacdes realizadas pelo Z- e E-ajoeno, ambos os isbmeros apresentariam uma
maior interacdo com a Hfg do que o préprio CDP, conforme ilustrado pelos valores de
MM/GBSA AGuind de —54,31 e —48,66, respectivamente, contra —39,21 Kcal/mol para
o CDP.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O Ajoeno possui atividades antibacterianas contra varias bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, incluindo espécies de Mycobacterium. Tais acdes
antibacterianas, quando detalhadamente estudadas para bactérias Gram-negativas,
se mostraram dependente do tempo e da concentracdo de exposi¢cao, sendo fortes o
suficiente para eliminar infec¢des de P. aeruginosa em camundongos (Bhatwalkar et
al., 2021). Como um dos principais constituintes do alho, o ajoeno também é um dos
poucos inibidores de quorum sensing serem ensaiados em estudos clinicos. Contudo,
embora as capsulas de alho tenham sido bem toleradas pelos pacientes, estas nao
se mostraram superiores ao placebo no tratamento de pacientes com fibrose cistica
(Smyth et al., 2010).

Embora Jakobsen et al., (2012) tenham levantado a hipétese de que o
ajoeno poderia ter como alvo a proteina Hfg e que seria capaz de modular sua
interacdo com o RNA, este foi o primeiro trabalho a sugerir o sitio exato onde tal
interacdo ocorreria, juntamente com os modos de ligacdo correspondentes adotado

pelo Z- e E-ajoeno durante o processo de reconhecimento alvo-ligante.

Nesse contexto, este trabalho sugeriu que a ligacdo destes isbmeros do
ajoeno poderiam impedir a interacao inicial dos SRNAs com o sitio de ligacao proximal
da Hfg. Isso subsequentemente bloquearia a estabilizacdo desses sRNAs por meio
de interacBes adicionais com residuos do subsitio lateral (Classe 1) ou distal (Classe
), bem como o pareamento com o0s RNAs mensageiros parcialmente
complementares a estes SRNAs. Assim, 0 aumento na expressao da enzima AHL
sintase Rhll via quorum sensing seria bloqueado, impedindo assim o estabelecimento
do loop de amplificacdo necessario para a ativacao de receptores RhIR e o aumento
final na expressado de fatores de viruléncia (i.e., a elastase LasB, piocianina, HCN e

ramnolipidios).

Estudos de docagem molecular prévios com foco no quorum sensing de
Gram-negativas geralmente focam na interacdo de um Unico ou um pequeno numero
de compostos num sitio de ligacdo predeterminado da proteina alvo, como na
avaliacao da interacao de 2,5-piperazinodiona com o receptor LasR por Musthafa et
al. (2012) ou nas simulac¢des sobre a ligagdo de AHLs a LuxR descritos por Li et al.
(2022).



49

Neste sentido o presente trabalho se destaca por definir o sitio de ligagédo
mais provavel para ajoeno e seus analogos na proteina Hfq ao correlacionar as
informacdes experimentais existentes com valores calculados de MM/GBSA AGpind,
em vez de simplesmete assumir um sitio de docagem arbitrario para esses compostos.
Vale ressaltar também que o grupo de treinamento utilizado (i.e., os 23 analogos do
ajoeno), cujas analises visaram pré-validar as analises para o Z- e E-ajoeno, 0s
compostos mais relevantes na clinica, continham mais de 20 analogos que variavam
de inibidores fracos a fortes, uma pratica recomendada quando se tenta derivar

relacbes quantitativas de estrutura-atividade (Tropsha, 2010).

Ao expandir as andlises originais realizadas por Fong et al. (2017) sobre 0s
23 anélogos do ajoeno, foi possivel identificar o conjunto minimo de grupos
necessarios para uma boa interacdo com o sitio proximal da proteina Hfq, ou seja, um
grupo aceptor de ligacdes de hidrogénio cercado por outros que interagiriam por meio
de interagdes de empilhamento 1T-enxofre e/ou 1r-alquil/r-11. Desse modo, acredita-se
que tais informacdes possam ser muito Uteis para orientar o desenvolvimento futuro
de inibidores de Hfg mais potentes, visando bloquear os mecanismos de viruléncia
relacionados ao quorum sensing de P. aeruginosa e de bactérias patogénicas Gram-

positivas e Gram-negativas em geral.
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