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RESUMO

O sistema ParE-ParD é um sistema toxina-antitoxina bacteriano, sendo ParE a
toxina e ParD a antitoxina. ParD é capaz de neutralizar a acédo de ParE
formando um complexo com o mesmo, o qual é eficaz na autorregulagdo do
operon parDE. Estudos tém mostrado que a atividade toxica de ParE ocorre
inibindo a atividade da DNA girase, mas nenhum efeito desta proteina sobre a
atividade da topoisomerase IV foi observado até hoje. Baseando-se na
estrutura primaria da toxina ParE de Escherichia coli, bem como nos escassos
dados em relagdo a esta toxina, a meta deste trabalho foi a obtencéo de
peptideos sintéticos baseados nesta proteina a fim de avaliar as sequéncias de
aminodacidos responsaveis pela interacdo com as diferentes topoisomerases
bacterianas, aléem de tentar isolar uma sequéncia polipeptidica com potencial
atividade inibitoria sobre essas enzimas. Utilizando modelagem molecular por
homologia, um modelo tridimensional para toxina ParE de E. coli foi obtido e
validado. Com base nos dados estruturais inferidos a partir do modelo da
estrutura tridimensional de ParE, 12 peptideos foram racionalmente
desenhados e sintetizados pela metodologia da fase sélida. Ensaios de inibigdo
in vitro da atividade de superenovelamento de DNA pela girase e de
relaxamento de DNA pela topoisomerase |V foram realizados e indicaram que
os peptideos ParE3 (ParE 80-100), ParE8 (ParE 61-105), ParE10 (ParE 61-87)
e ParE12 (ParE 61-79) atuam como bons inibidores de ambas enzimas.
Ensaios de fluorescéncia intrinseca e anisotropia de fluorescéncia,
empregando peptideos sintéticos derivados de ParE, evidenciaram que o
processo de inibicdo da atividade da DNA girase pela toxina ParE deve ocorrer
por interacdo com a proteina GyrA da enzima. Foi iniciado neste trabalho os
primeiros testes usando lipossomas como veiculos carreadores para peptideos
bioativos derivados de ParE. Os peptideos foram eficientemente encapsulados
em lipossomas de fosfatidil colina de soja. Foi observado, embora reduzida,
inibicdo de crescimento bacteriano quando os peptideos encapsulados em
lipossomas foram utilizados em ensaios bioldégicos com linhagem de E. coli. Por
fim, fica evidente a possibilidade dos peptideos derivados de ParE de
constituirem uma classe importante de moléculas bioativas dentro deste

emergente cenario que € o da terapia baseada em proteinas e peptideos.



ABSTRACT

The operon parDE encode a toxin-antitoxin system formed by ParE toxin
and its antitoxin ParD. ParD is able to neutralize ParE action and is effective in
autoregulation of the operon. Studies have shown that the toxic activity of the
ParE occurs by inhibiting the activity of DNA gyrase, but no effect of this protein
on the activity of topoisomerase IV has been observed yet. Based on the
primary structure of the Escherichia coli ParE toxin, as well as the scarce data
of this toxin, the aim of this work was to obtain synthetic peptides based on this
protein in order to assess the amino acid sequences responsible for interaction
with the bacterial topoisomerases, besides trying to isolate a polypeptide
sequence with potential inhibitory activity against these enzymes. Using
molecular homology modeling, a three-dimensional model for E. coli ParE toxin
was obtained and validated. Based on structural data inferred from ParE three-
dimensional model, 12 peptides were rationally designed and synthesized by
solid-phase method. Tests of inhibition of the supercoiling reaction of the DNA
gyrase and inhibition of DNA relaxation by topoisomerase IV were performed
and indicated that the peptides ParE3 (ParE 80-100), ParE8 (ParE 61-105),
ParE10 (ParE 61 -87) and ParE12 (ParE 61-79) act as good inhibitors of both
enzymes. Intrinsic fluorescence and fluorescence anisotropy assays, using
synthetic peptides derived from ParE showed that inhibition process of activity
of the DNA gyrase by ParE toxin must occur by interaction with the GyrA
protein. In this work was started the first tests using liposomes as carrier
vehicles for bioactive peptides derived from ParE. The peptides were efficiently
encapsulated in soybean phosphatidyl choline liposomes. It was observed,
although reduced, inhibition of bacterial growth when peptides encapsulated in
liposomes were used in bioassays with E. coli strain. Finally, it is clear the
possibility of the peptides derived from ParE toxin to constitute an important
class of bioactive molecules within this emerging scenario that is the therapy
based on proteins and peptides. What remains is to study an effective strategy

to optimize cell permeability of the peptides.
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. INTRODUCAO



As infecgbes causadas por micro-organismos resistentes a antibiéticos
sd0 uma ameaca a saude dos seres vivos e vém atingindo indices alarmantes.
O surgimento de resisténcia a antimicrobianos € um exemplo classico de
evolugdo em resposta a uma forte pressdo de selegdo, muitas vezes
relacionado ao uso intensivo ou inadequado desses compostos. O problema da
resisténcia envolve questdes relacionadas com a duragdo e intensidade do
tratamento, causando graves problemas de saude publica e vultosos prejuizos
econdmicos. O impacto da crescente resisténcia de micro-organismos a
medicamentos tém motivado a pesquisa e o desenvolvimento de novas drogas
cada vez mais potentes no combate as doengas infecciosas (LOHNER e
STAUDEGGER, 2001). O uso de novas tecnologias para o desenvolvimento de
drogas mais eficazes constitui uma estratégia promissora no campo da
biotecnologia, possibilitando a iniciativa de prospecgcédo de novas classes de
moléculas naturais ou sintéticas (HEINEMANN et al., 2000).

No contexto dos micro-organismos, a busca por nutrientes e a
superpopulacdo formada por diferentes espécies, conduz a varias estratégias
para assegurar a sobrevivéncia e o seu dominio sobre as outras. Uma delas é
a secregao de antibiéticos para matar, ou inibir, o crescimento de outras
espécies. A elucidacdo das estruturas desses antibidticos, além dos seus
mecanismos de acao, ao longo desses anos, tem facilitado o desenvolvimento
de novas drogas (LOHNER e STAUDEGGER, 2001).

Peptideos antimicrobianos sao conhecidos por participar em
mecanismos de defesa e tém sido isolados a partir de varios organismos,
incluindo bactérias, fungos, vertebrados, invertebrados e plantas (BOMAN,
1995; HANCOCK et al.,, 1995; HANCOCK,1997; JACK et al., 1995). Estes
peptideos e seus analogos tém amplo espectro de atividades contra bactérias
resistentes a antibidticos (HARA et al., 1996; MIYANOSHITA et al., 1996;
YAMADA e NATORI, 1993; SKERLAVAJ et al., 1999; CUDIC et al., 2002;
JASIR et al., 2003). A maioria dos peptideos antibacterianos atua
desestabilizando membranas celulares através de uma interagdo peptideo-
lipidio (BOMAN, 1995). O desenvolvimento de estratégias que permitam
transportar peptideos para o interior da célula pode propiciar o
desenvolvimento de peptideos bioativos cujos alvos sao intracelulares. Desta

forma, os peptideos sdo recentemente uma nova classe potencial de agentes
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antimicrobianos que podem complementar a acdo de antibidticos usados

atualmente.

1.1. Topoisomerases: alvos estratégicos no desenvolvimento de farmacos

O combate a doencgas por meio de farmacos requer a identificacéo de
um alvo celular. Um grupo de enzimas que se tornou alvo efetivo para agentes
terapéuticos sédo as topoisomerases. Estas enzimas estdo presentes em todas
as células (procariotas e eucariotas) e sao essenciais a viabilidade celular
(REECE e MAXWELL, 1991). A necessidade fundamental de topoisomerases
deriva da estrutura de dupla hélice do DNA. Para a maioria dos processos que
necessitam acessar as informacées armazenadas no DNA, as duas fitas da
hélice devem se separar de forma temporaria, como na transcricdo ou
recombinacdo, ou permanentemente, como na replicagdo. Nestes eventos,
assim como em outras situacbes, as topoisomerases se encarregam de
resolver todos os impasses topoldgicos do DNA para manter o funcionamento e
viabilidade celular (CHAMPOUX, 2001).

O imenso interesse em topoisomerases nos ultimos anos decorre nao
apenas do reconhecimento de seu papel crucial na gestdo da topologia do
DNA, mas também da grande variedade de drogas topoisomerase-alvo que
estdo sendo identificadas, as quais atuam gerando lesbes citotoxicas,
aprisionando as enzimas em complexos covalentes com o DNA. Estes
“‘venenos” de topoisomerases incluem tanto antimicrobianos quanto
quimioterapicos antineoplasicos (CHAMPOUX, 2001).

Topoisomerases sao divididas em diferentes subfamilias com base em
seus mecanismos e semelhancgas de sequéncia. Topoisomerases tipo | clivam
e religam apenas uma das fitas do DNA, enquanto as topoisomerases do tipo |l
clivam e religam as duas fitas do DNA durante a catalise (TSE-DINH, 2009).
Outras subdivisbes sdo baseadas em consideragbes estruturais (CHAMPOUX,
2001). A Tabela 1 apresenta representantes das subfamilias das

topoisomerases procariotas e eucariotas.
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1.1.1. DNA Girase

A enzima bacteriana DNA Girase descoberta por GELLERT e
colaboradores em 1976, em Escherichia coli, € uma enzima da classe de
Topoisomerases tipo Il. Esta enzima é capaz de relaxar o superenovelamento
negativo do DNA, facilitando deste modo os processos de replicacdo e
transcricdo. Além de relaxar o DNA superenovelado, a DNA girase possui a
capacidade unica de introduzir super-hélices negativas no DNA, usando
energia livre liberada pela hidrélise do ATP (REECE & MAXWELL 1991). Esta
ultima caracteristica a torna distinta das outras topoisomerases.

No ambito estrutural, a DNA girase € composta por duas subunidades
proteicas GyrA e duas subunidades proteicas GyrB (Figura 1), codificadas
pelos genes gyrA e gyrB respectivamente. Essas subunidades quando juntas
formam um heterotetrdmero AsB, constituindo assim a sua forma ativa
(WIGLEY, 1995; MAXWELL, 1993).

GyrA (97 kDa) Clivagem proteolitica

1 122 571 875

!')/64 kDa 33 kDa |

N
Quebra-reunido do DNA
Interacdo DNA-proteina
Interagdo com quinolonas
Clivagem proteolitica
GyrB (90 kDa) 220 394

1 | 804

/2;1?_ 47 kD |
N . 19kDa i

Interagao com ATP?

Interagao com GyrA e DNA

Figura 1. Diagramas esquematicos das estruturas de GyrA e GyrB. Figura
obtida de GARCIA, 2010.



A subunidade GyrA tem uma massa molecular de 97 kDa, e é
constituida por dois fragmentos, sendo um dominio amino-terminal de 64 kDa
responsavel pela quebra e unido das fitas do DNA e por interagdo com
quinolonas, e outro carboxi-terminal de 33 kDa responsavel pela interagao da
proteina com o DNA. O dominio amino-terminal compreende os residuos 1 a
571 da proteina, onde esta o residuo de tirosina 122, envolvido no ataque
covalente da subunidade GyrA com a molécula de DNA, atuando na quebra e
unido da dupla fita (MAXWELL, 1993).

A subunidade B (GyrB) tem massa molecular de 90 kDa e contém um
dominio amino-terminal (43 kDa), o qual inclui o sitio de ligacdo do ATP, bem
como um dominio carboxi-terminal (47 kDa), envolvido na interagdo com GyrA
e o DNA (WIGLEY, 1995). O dominio amino-terminal inclui dois subdominios
(uma parte N-terminal de 24 kDa e uma parte C-terminal de 19 kDa). O sitio de
ligacdo do ATP esta localizado no primeiro subdominio (ALI, et al., 1993).

Todas as reacdes catalisadas pelas topoisomerases envolvem a
ligacéo da proteina ao DNA, clivagem do DNA, a passagem das fitas, religagdo
da fita de DNA clivada, e em muitos casos a hidrélise do ATP. Embora a girase
compartilhe do mecanismo geral das topoisomerases, ela também possui
caracteristicas mecanisticas especiais, as quais determinam sua habilidade em
superenrolar negativamente o DNA. A reagdo de superenrolamento do DNA
requer, além de ATP, um cation bivalente, tal como o Mg”, e é estimulada pela
presenca de espermidina (GELLERT, et al., 1976).

No superenovelamento, a girase age catalisando uma quebra
transitoria em uma molécula de DNA, a passagem de outro segmento da
mesma molécula através dessa abertura e a posterior religacéo das fitas do
DNA. Para que esse processo ocorra, inicialmente a DNA girase liga-se a um
segmento de DNA, de aproximadamente 130 pb, envolvendo-o ao redor do
tetramero e formando nele uma super-hélice positiva (Figura 2a). A seguir,
ocorre a ligagdo de uma molécula de ATP a subunidade GyrB. A ligacéo do
ATP produz entdo mudangas conformacionais na enzima, que sofre uma
rotacdo. A GyrB captura um segmento do DNA denominado segmento T.
Simultaneamente GyrA catalisa uma clivagem nas duas fitas de um outro
segmento, denominado segmento G (Figura 2b). O complexo intermediario

formado entre DNA e girase € denominado complexo clivavel e nele o DNA
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esta covalentemente ligado a enzima por uma ligacéo entre a terminagéo 5’ do
DNA clivado e o residuo de tirosina 122 da GyrA. O segmento T é
transportado através da abertura produzida no segmento G (Figura 2c e 2d),
que depois desta passagem tem suas fitas religadas (Figura 2e). O segmento T
€ entdo liberado da enzima por uma abertura transitéria na GyrA. Com o
religamento do DNA clivado, duas super-hélices negativas sao introduzidas na
molécula. O retorno da enzima a sua conformacao original € promovido pela
hidrélise da molécula de ATP (ROCA e WANG, 1992; SMITH e MAXWELL,
1998).

Figura 2. Mecanismo de ac¢ao da DNA Girase. Figura obtida de GARCIA, 2010.



Na auséncia de ATP, a girase relaxa o DNA superenrolado. A atividade
de relaxamento da DNA girase é muito menos eficiente que a reacdo de
superenrolamento, sendo requerida uma quantidade de aproximadamente 20 a
40 vezes maior de enzima, para uma taxa de reagdo comparavel (HIGGINS, et
al., 1978).

Somada a habilidade unica de catalisar a introdugcdo de voltas
helicoidais negativas no DNA circular e aliviar o superenrolamento do DNA, a
DNA girase catalisa outras reagdes vitais ao metabolismo do DNA (Figura 3)
tais como “‘catenation” ou “decatenation” (encadeamento ou
desencadeamento) de dois DNA duplex ciclicos (MARIANS, 1987), além de
desfazer o “knotted” (emaranhado) topoldgico de uma unica molécula de DNA
duplex circular (LIU, et al., 1980).

Figura 3. Outras funcbes realizadas pela DNA girase: a) DNA catenation e
decatenation; b) DNA knotting e unknotting. Figura obtida de GARCIA, 2010.

A natureza indispensavel da DNA girase para as células bacterianas
faz da mesma um alvo ideal para a agdo de diversos tipos de farmacos.
Realmente, um grande numero de agentes antibacterianos girase-especificos
tém sido descrito nos ultimos anos, muitos deles classificados basicamente em

dois grupos, o das quinolonas e o das cumarinas (Figura 4).
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Figura 4. Estrutura molecular de antimicrobianos quinolonas (A) e coumarinas
(B). Figura obtida de HEDDLE et al., 2000.

Embora o uso de antimicrobianos quinolénicos ou cumarinicos contra
infecgbes bacterianas tem se mostrado muito eficaz, o numero de organismos
resistentes a estas classes tem emergido devido a mutagées nos cédons que

codificam aminoacidos envolvidos na interacdo com estas drogas (EVERETT e

PIDDOCK, 1998).



1.1.2. Topoisomerase IV

Em 1990 KATO e colaboradores descobriram um homologo da girase
que foi chamado de topoisomerase IV. Similar a girase, a topoisomerase IV
também é formada por quatro subunidades sendo duas parC e duas parE
(KATO et al., 1990; KATO et al., 1992; PENG e MARIANS, 1993).

As topoisomerases |V sao capazes de relaxar o superenovelamento do
DNA, facilitando assim os processos de replicagéo e transcricdo (KATO et al.,
1990; KATO et al., 1992).

Tanto girase quanto topoisomerase |V clivam e religam as duas fitas do
DNA durante a catélise, ou seja, sdo topoisomerases tipo Il (TSE-DINH, 2009).
No entanto, as enzimas diferem em uma maneira fundamental: DNA girase
envolve o DNA em torno de si, enquanto topoisomerase IV nao (PENG e
MARIANS, 1995).

Além da semelhancga estrutural e do mecanismo catalitico, DNA girase
e topoisomerase IV tem também semelhangcas em sua sensibilidade aos
antibiéticos como cumarinas e quinolonas.( PENG e MARIANS, 1993;
KHODURSKY et al., 1995). Outros inibidores como microcina B17 (HEDDLE et
al., 2001), CcdB (COUTURIER et al., 1998), YacG (SENGUPTA e NAGARAJA,
2008) e ParE (JIANG et al., 2002) foram identificados como inibidores da DNA
girase, porém nenhuma evidéncia da atividade inibitoria destas toxinas foram

encontrados para a topoisomerase IV.

1.2. Sistema Toxina-Antitoxina: um sistema com perspectivas

biotecnologicas

Em contraste aos antibidticos secretados no ambiente, as toxinas
bacterianas atuam atacando a célula a partir do seu interior. Quase toda
bactéria contém certa quantidade de sistemas toxina-antitoxina (sistemas TA)
0s quais séo entidades genéticas responsaveis pela regulacdo do crescimento
e morte celular programada (GERDES et al., 2005, HAYES, 2003;
YAMAGUCHI e INOUYE, 2009). Os sistemas TA sao classificados em trés

grupos (tipo I, Il e lll), com base na fungéo da antitoxina.
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No sistema tipo | (Figura 5a), a tradu¢cdo do mRNA da toxina é regulado
por um RNA antisense transcrito separadamente (GERDES e WAGNER, 2007).

No sistema tipo Il (Figura 5b), a antitoxina e a toxina s&o codificadas
por dois pequenos genes os quais geralmente compartilham certa quantidade
de bases (VAN MELDEREN e SAAVEDRA DE BAST, 2009). Estes genes
estdo sob a influéncia de um mesmo promotor, ou seja, estdo organizados em
um operon. A antitoxina forma um complexo com a toxina o qual autorregula o
promotor do operon. A antitoxina por si s6 pode também autorregular o sistema
TA, porém mais fracamente do que o complexo TA (CHRISTENSEN-
DALSGAARD et al., 2010; MARIANOVSKY et al., 2001; YAMAGUCHI et al.,
2009). Sob condigbes de estresse, as antitoxinas sao digeridas por proteases
com o objetivo de deixar a toxina livre e, desta forma, controlar o crescimento
(GERDES et al., 2005; YAMAGUCHI e INOUYE, 2009).

O sistema tipo Ill (Figura 5c), que foi recentemente identificado em
Pectobacterium atrosepticum, a antitoxina (RNA-antitoxina) forma um complexo
com a proteina toxina neutralizando sua toxicidade (FINERAN et al., 2009).

Os alvos celulares conhecidos das toxinas incluem a maquinaria de
replicagdo de DNA (JAFFE et al., 1985; MIKI et al., 1992; ROBERTS et al.,
1994), mRNA (YAMAGUCHI e INOUYE, 2009), tRNA (GARCIA-CONTRERAS
et al., 2008), ribossomos 30S (NEUBAUER et al., 2009) e 50S (ZHANG e
INOUYE, 2009; ZHANG et al., 2009; ZHANG e INOUYE, 2011) e proteinas do
citoesqueleto (TAN et al., 2011).

Os sistemas TA possuem importante fungdo na fisiologia celular das
bactérias. Sua indugéo tem sido verificada em varias condi¢gdes de estresse
como falta de certos aminoacidos, falta de glicose e em presenca de
antibioticos (YAMAGUCHI e INOUYE, 2011). Esses sistemas também podem
atuar matando seletivamente as células filhas que nao receberam uma copia
do plasmideo apo6s o processo de divisao celular, mediando assim a heranca
estavel do plasmideo em bactérias (HAYES, 2003). Além disso, os sistemas TA
possuem indicios de participagcdo em outros eventos celulares como resposta
SOS e formacéo de biofilme (YAMAGUCHI e INOUYE, 2011).

A pesquisa sobre sistemas TA € uma area recente, porém ja € evidente
que ela pode abrir novas possibilidades na area biotecnologica. Por exemplo, a

toxina bacteriana MazF mostrou ser téxica a células de mamiferos (SHIMAZU
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et al., 2007) e, desta forma, seu gene poderia ser usado em terapias génicas
contra o cancer e AIDS (CHONO et al, 2011). O desenvolvimento de
antibioticos que inibem a formagéo dos complexos TA € outra area interessante
e promissora (YAMAGUCHI e INOUYE, 2011).

Figura 5. Modelo para a regulagdao dos sistemas toxina-antitoxina. a) Tipo I. A
antitoxina (uma RNA-antitoxina) se liga ao mRNA da toxina inibindo a tradugéo da
mesma. b) Tipo Il. A antitoxina e a toxina sdo sintetizadas a partir do mesmo
promotor. A antitoxina forma um complexo com a toxina o qual autorregula o promotor
do operon. Antitoxina por si s6 pode também autorregular o sistema TA, porém mais
fracamente do que o complexo TA. ¢) Tipo lll. A antitoxina (uma RNA-antitoxina) se
liga a proteina toxina e inibe a toxicidade. Figura obtida de YAMAGUCHI e INOUYE,
2011.
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1.2.1. Sistema Toxina-Antitoxina ParE

O sistema ParE-ParD & um sistema TA tipo Il sendo ParE a toxina e
ParD a antitoxina. ParD é capaz de neutralizar a agdo ParE, formando um
complexo com o mesmo, o qual é eficaz na autorregulagédo do operon parDE
(JOHNSON et al., 1996).

As toxinas bacterianas podem ser subdivididas em cinco superfamilias
chamadas MazF, RelE, Doc, HipA e {, cada uma composta por familias de
genes distintos (FRANCUSKI e SAENGER, 2009). Outra superfamilia foi
proposta recentemente consistindo de um dominio N-terminal (Pilt-N) que ainda
nao foi estudado (ANANTHARAMAN e ARAVIND, 2003). A superfamilia RelE
inclui as familias RelE, Yoeb, YafQ, Higb, ParE, Txe e YhaV (Tabela 2). As
toxinas da superfamilia RelE sdo caracterizadas por possuir atividade RNase e
arquitetura semelhante as RNases genuinas (FRANCUSKI e SAENGER,
2009). Em contraste com a atividade RNase inibitéria da tradugdo dos outros
elementos que compdéem a superfamilia RelE, um estudo mostrou que a
atividade citotoxica de ParE ocorre na replicagdo do DNA por interferir na agéo
da DNA girase (JIANG et al, 2002). Assim, apesar de uma origem comum e
similaridade de seqUéncia significativa, esta toxina pode ter divergido no seu
mecanismo de acao (ANANTHARAMAN e ARAVIND, 2003).

Para a toxina ParE, apenas uma estrutura cristalografica esta disponivel
até o momento e o mecanismo de citotoxidade desta toxina permanece a ser
determinado (DALTON e CROSSON, 2010).

1.3. Sintese quimica de peptideos

A sintese quimica de peptideos poderia ser explicada, de maneira
bastante simplificada, como a formacao quimica e repetida de ligagcbes amida
com a finalidade de conectar fungdes amina e carboxilica de L-a-aminoacidos
adjacentes (Figura 6). Mais precisamente é assim denominada porque utiliza
um reagente quimico para ativar o grupo carboxilico de um N®-acil-aminoéacido
ou de um N“acil-fragmento peptidico (RCOOH, componente carboxilico,

doador de acila ou agente acilante). Este componente ativado sofre o ataque
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nucleofilico do grupo a-amino de outro aminoacido ou fragmento peptidico C°-
bloqueados (H2N-R1, componente aminico, receptor de acila ou agente
nucleofilico) resultando na formagdo da ligacdo peptidica entre eles
(RCONHR1). Neste caso, os grupos funcionais reativos que nao estédo
diretamente envolvidos na formacédo da ligagdo peptidica devem estar
previamente protegidos ou bloqueados. Assim, a sintese torna-se mais
controlada em relagcéo a possivel formacao de subprodutos (MACHADO et al.,
2004).

* Tabela baseada em FRANCUSKI e SAENGER, 2009
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Figura 6. Representacao geral da formacao de uma ligagado amida
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A sintese pode ocorrer tanto em solucao (sintese classica) como na
presenca de um suporte polimérico (sintese de peptideos em fase soélida;
SPFS). Classicamente e desde os trabalhos pioneiros de Fischer (FISCHER e
FOURNEAU, 1901) e CURTIUS (1902), todo processo associado a sintese de
um peptideo ocorria em solugdo. Ha mais de quatro décadas, uma inovadora
metodologia para a sintese de peptideos foi apresentada a comunidade
cientifica por Bruce Merrifield. Tal metodologia veio revolucionar a sintese
organica por suas caracteristicas peculiares, uma vez que abandonou a
tradicional rotina, prépria da sintese em solugdo, e introduziu o uso de
polimeros insoluveis como suporte. Este método, denominado sintese de
peptideos em fase sélida (SPFS), tem como base o fato do grupo carboxilico
C-terminal se encontrar unido covalentemente ao polimero e, portanto, o
componente que contém esta extremidade é insoluvel nos solventes utilizados
no processo de sintese (MERRIFIELD, 1963). Assim, o excesso de reagentes e
uma grande maioria dos produtos secundarios podem ser eliminados por
simples filtracdo e lavagens do polimero que contém o peptideo em
crescimento. Este fato influencia favoravelmente para que se possam utilizar
grandes excessos de reagentes, conseguindo em muitas etapas, rendimentos
elevados. As vantagens adicionais sdo que se minimizam as perdas por
manipulagéo e que todo processo sintético pode ser automatizado.

Genericamente, pode-se descrever um suporte sélido como sendo uma
estrutura complexa, a qual € formada por polimeros retilineos compostos por
unidades monoméricas constantes, formando uma espécie de rede. Os feixes
desta s&o interligados transversalmente através de um monémero bi-funcional
(ligagdes cruzadas, cross-linking) formando, na maioria delas, uma esfera
(gréo), de tamanho padronizado (Figura 7a). Em intervalos mais ou menos
regulares surgem estruturas quimicas diferenciadas (ligantes, linkers),
constituidas por moléculas contendo diferentes grupos funcionais (Figura 7b).

Os suportes que conduzem aos melhores resultados para a sintese de
peptideos estdo muito longe de serem estaticos e as reagdes quimicas em fase
sélida ndo ocorrem exclusivamente na superficie do suporte. Pelo contrario, as
reagbes ocorrem preferencialmente naqueles filamentos do polimero que sao
moveis, se encontram bem solvatados e s&o acessiveis aos reagentes

quimicos (MARCHETTO et al.,1992). Os suportes que reunem estas
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caracteristicas permitem que as reagdes quimicas ocorram com velocidades

muito proximas, embora nao iguais, as que ocorrem em solugao.

(a)

Grao Feixe Matriz

(b)

Resina Merrifield Resina DHP

©
o_@ﬂ@/un " :-,.

Resina Trityl

Figura 7. Visualizagdo progressiva de uma resina, a partir de uma unidade
macroscoépica e as cadeias poliméricas que a compdem até a formula molecular de um
determinado polimero (a) e principais resinas PS/DVB disponiveis comercialmente,
mostrando os diversos linkers (b). Figura obtida de GARCIA, 2010.

Desde os trabalhos iniciais de Merrifield (1963), o suporte mais
utilizado € um polimero microporoso de estireno (PS), que contém 1% de p-

divinilbenzeno (DVB) como cross-linker (Figura 7a). Enquanto os grdos de
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poliestireno secos apresentam um diametro de aproximadamente 50 ym, na
presenca dos solventes ou sistemas de solventes mais comuns utilizados na
sintese de peptideos, costumam aumentar de 2 a 6 vezes o seu volume inicial
(MARCHETTO et al.,, 1992). Desta forma é possivel conseguir que todos os
ligantes, que estdo no interior da rede polimérica fiquem expostos e, portanto
acessiveis aos diferentes solventes e reagentes utilizados na sintese.

A metodologia da fase sélida em sua estratégia sequencial é
atualmente a mais utilizada para a sintese de peptideos que contém até 60
residuos de aminoacidos. Para a sintese de sequéncias maiores, costuma-se
empregar a estratégia convergente. Nesta estratégia, o que se faz é a unido de
dois fragmentos de peptideos de tamanhos variados, seja totalmente em fase
sélida ou em solugédo, ou mediante uma combinacédo de ambas: sintese dos
peptideos protegidos em fase sélida, e posterior acoplamento dos mesmos em
solucgéo.

Como ja citado, a formagao controlada de qualquer ligacéo peptidica
requer que todos os grupos funcionais presentes nas moléculas, exceto os dois
que vao participar da formacdo da ligagdo, estejam protegidos. Uma vez
formada a ligagdo e antes da incorporagdo do seguinte aminoacido ou
peptideo, deve-se eliminar o protetor do grupo funcional que ird permitir o
crescimento da cadeia peptidica. Por ultimo e ao final do processo sintético, os
protetores de todos os grupos funcionais devem ser eliminados. Assim, pode-
se concluir que o esquema de protegcédo é crucial para concluir com éxito a
sintese de um peptideo.

Para o processo de sintese sequencial existem dois tipos diferentes de
protetores. Por um lado, esta aquele tipo que mascara o grupo funcional que ira
participar da nova ligacao peptidica e, portanto, deve ser eliminado a cada ciclo
sintético, denominado “protetor temporario”. Como normalmente a sintese é
executada na direcdo C — N, este tipo de protetor € aquele que normalmente
protege a fungdo amina. Por outro, estdo os “protetores permanentes”, que sao
0s que devem permanecer estaveis durante todo processo sintético e que sao
eliminados no final do mesmo. Sao os protetores das cadeias laterais reativas
dos aminoacidos trifuncionais.

A natureza quimica do grupo protetor da fungdo a-amina marca, de
certa forma a estratégia de sintese, uma vez que os protetores permanentes
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devem ser estaveis as condi¢des utilizadas para eliminar repetidas vezes o
protetor temporario. Por sua vez, os protetores permanentes devem ser
eliminados somente na ultima etapa.

As duas principais estratégias da sintese de peptideos em fase sélida
sdo a Boc/Bzl e Fmoc/tBu, que se baseiam na protecdo temporaria do
grupamento a-aminico dos aminoacidos com um dos dois protetores terc-
Butiloxicarbonila (ANDERSON e McGREGOR, 1957; CARPINO, 1957) e 9-
Fluorenil-metiloxicarbonila (CARPINO e HAN, 1972), respectivamente, os quais

se diferenciam, principalmente, quanto a labilidade acido-base (Figura 8).

) (2
o 1
H,C—C—0 L7 o
CH, O)\

terc-butiloxicarbonila 9-fluoreniimetiloxicarbonila
(Boc) (Fmoc)

Figura 8. Protetores usuais para fungdo a-amina na metodologia da fase soélida

O grupamento protetor f-Boc é eliminado mediante aciddlise com
acidos de forca moderada (TFA 30% em DCM), o que implica na utilizagéo de
protetores permanentes estaveis nestas condi¢des. Protetores tipo benzila (Bzl)
sdo bastante utilizados para esta fungdo, os quais requerem para sua
eliminacdo, o emprego de acidos fortes como o acido fluoridrico. Neste caso,
em seguida ao tratamento acido, deve-se realizar uma neutralizagcéo
(normalmente com DIEA 5% em DCM) para que a fungdo amina fique em sua
forma desprotonada. O grupamento Fmoc é eliminado com bases de forga
moderada (geralmente piperidina 20% em DMF), permitindo a utilizagdo de
protetores baseados no grupo terc-butila (tBu), labeis ao acido trifluoroacético.

Os aminoacidos trifuncionais necessitam de protecdo para suas cadeias

laterais por serem também reativas, enquanto para os demais, a decisao de té-
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las protegidas depende da estratégia a ser empregada e do tamanho do
peptideo a ser sintetizado.

Durante uma sintese, para que ocorra a formagao da ligagao peptidica
entre os aminoacidos adjacentes, € necessario que o componente eletrofilo (C
carbonilico do acido) esteja ativado, pois caso contrario seria formado um sal
de aménio. Esta ativacdo do acido carboxilico, que é a base da formacao da
ligac&o peptidica, tem sido uma das etapas da sintese de peptideos que mais
evoluiu nos ultimos anos, justamente pelo interesse em obter bons rendimentos
na formagdo da ligagdo peptidica, mantendo a integridade da cadeia em
crescimento. Desta forma, ele pode sofrer ataque pelo grupo amina do
aminoacido que permanece ligado a resina e, assim, formar a ligacédo amida.

Os chamados reagentes de acoplamento ou de condensacédo tém a
fungdo de reagir com o grupo carboxilico livre de um aminoacido e gerar
espécies reativas. As carbodiimidas sdo os reagentes de acoplamento mais
utilizados, seja em fase solida ou em solugdao (SHEEHAN & HESS, 1955). O
mecanismo envolve a formacao da O-acilisourea, que sofre amindlise por parte
da amina, para produzir a ligagdo amida. Se for empregado um segundo
equivalente de acido carboxilico, sera formado o anidrido simétrico. Do mesmo
modo, na presenca de hidroxilaminas (p.ex. Hidroxibenzotriazol — HOBt ou 7-
aza-1-hidroxibenzotriazol - HOAt), sera obtido um éster ativo. Qualquer uma
das trés espécies reativas, O-acilisourea, anidrido simétrico ou éster ativo, séao
bons agentes acilantes (Figura 9).

Sais de acilfosfonio também tém sido amplamente utilizados como
reagentes de acoplamento (CASTRO et al., 1975; COSTE et al., 1990; COSTE
e CAMPAGNE, 1995). Os primeiros destes reagentes descritos
[hexafluorfosfatos de (benzotriazol -1-il-oxi)-tris(dimetilamino)-fosfénio (BOP) e
de (benzotriazol-1-il-oxi)-tris-(pirrolidino)fosfonio (pyBOP)] levam incorporados
na molécula, um equivalente de benzotriazol, portanto a espécie acilante final é
o éster de benzotriazol.

Os derivados de HOAt destes sais de fosfonio (AOP e pyOAP) também
foram preparados e sdo melhores agentes acilantes que BOP e pyBOP
(CARPINO, 1993; CARPINO et al, 1994). Dentre eles, os derivados de

pirrolidina (PyBOP e pyOAP) sdo os mais recomendados pois sdo mais
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reativos e ndo formam produtos secundarios téxicos, como a

hexametilfosforotriamida, formada quando se utiliza BOP ou AOP.
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Figura 9. Mecanismo de formacédo de ligagdo peptidica por carbodiimidas.
Figura obtida de GARCIA, 2010.

Outros agentes de condensacdo, analogos aos sais de fosfénio,
contendo um atomo de carbono em substituicdo ao atomo de fosforo, foram
desenvolvidos por DOURTOGLOU e colaboradores (1978). A estrutura
proposta, baseada nos analogos de fosfénio, foi a de um sal de urdnio
[Hexafluorfosfatos de N-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilurénio (HBTU) e
do O-(7-azabenzo-triazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiurénio (HATU)]. Também foi
preparado o correspondente tetrafluorborato destes derivados de urénio (TBTU
e TATU). Dentre estes ultimos reagentes, o HATU tem demonstrado ser o mais
eficiente em termos de rendimento e o que provoca menos racemizagao
(CARPINO et al., 1995). HATU assim como o pyOAP é muito indicado para a
sintese em fase sélida, de bibliotecas peptidicas mediante o método baseado

na utilizacdo de uma mistura de aminoacidos (KATES et al., 1996).
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O processo de acoplamento dos aminoacidos € monitorado através do
teste de ninidrina (KAISER et al., 1970). Este composto reage com aminas
primarias levando a formacgéao de um produto de coloragéo violeta. Desta forma,
ap6s acoplamento de aminoacidos a cadeia polipeptidica, o teste deve
apresentar coloragao amarela, indicando a auséncia de aminas livres, pois o
grupamento amina apresenta-se protegido e, apds desprotecéo do grupamento

amina, deve apresentar coloragao violeta (Figura 10).
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Figura 10. Esquema da reagao envolvida durante o teste de ninidrina

1.4. Lipossomas

A utilizagdo da maioria dos compostos terapéuticos tem sido limitada
pela impossibilidade de aumento da sua dosagem. A retencdo ou degradacéo
do agente terapéutico, baixa solubilidade e, em especial, os efeitos colaterais
inerentes a sua utilizagdo em concentragdes elevadas, tornam muitas vezes
dificil a utilizagdo da dosagem necessaria para que este cumpra a sua fungéo.
Este problema levou a um grande esforco no sentido de desenvolver um
sistema capaz de transportar um composto terapéutico até um alvo especifico
(SANTOS e CASTANHO, 2002).

Nesse sentido, através de estudos de aplicagdo imediata, os
lipossomas adquiriram uma larga aceitacdo, pois existem varias vantagens
para sua utilizagdo como transportadores. Uma delas é a facilidade de

incorporagdo de um farmaco, independentemente da sua carga ou massa
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molecular. Além disso, os sistemas de vesiculas lipidicas encontram-se bem
caracterizados em termos de estabilidade, toxicidade, estrutura,
imunogenicidade e formas de administragéo in vivo, dispondo-se de um vasto
leque de possibilidades na escolha do sistema mais adequado para cada fim
(SANTOS e CASTANHO, 2002).

A pratica comum de adotar solventes ndo aquosos durante a busca de
novas substancias com atividade bioldégica através da quimica combinatoria e
screenings tem resultado no surgimento de muitas novas entidades com baixa
solubilidade em agua e biodisponibilidade abaixo do limite terapéutico (NEW,
1990). No caso de formulag¢des liquidas ha varias tecnologias normalmente
usadas para aumentar a solubilidade, incluindo ajuste de pH, forga ibnica, co-
solventes, emulsées e agentes surfactantes. No entanto, a preparagdo de
formulagcbes contendo lipossomas € empregada como boa alternativa em
termos de administracao de farmacos e, principalmente, cosméticos, no que se
refere a substancias pouco soluveis (NEW, 1990).

Os lipossomas permitem que materiais solUveis e nao soluveis em
agua sejam utilizados em uma mesma formulagéo. Os materiais soluveis sé&o
dissolvidos na fase aquosa na qual o fosfolipideo sera hidratado. Quando os
lipossomas se formam, este material fica retido em seu centro aquoso interno.
O material lipofilico adere a parede do lipossoma, bicamadas constituidas por
fosfolipideos que circundam o centro aquoso. Dessa forma as diversas
substancias sdo carregadas para dentro da estrutura desejada (NEW, 1990).
Os lipossomas possuem uma vasta aplicagdo em cosmética por serem habeis
em transportar e liberar componentes ativos diretamente no sitio de aplicacao
do produto e por propiciarem a liberagao controlada das substancias ativas nos
locais pretendidos. Isto se deve ao fato de a parede do lipossoma ser muito
semelhante, fisiologicamente, ao material das membranas celulares. Quando
um cosmeético contendo lipossoma é aplicado na pele, este comecga a fundir-se
com a membrana celular, liberando sua carga de materiais ativos, de forma
lenta e diretamente para dentro da célula (NEW, 1990). Os lipossomas sao
também utilizados para aumentar a estabilidade e evitar a precipitacdo de
diversas substancias, incluindo proteinas.

Os lipossomas podem ser definidos como associagbes coloidais de

lipideos anfipaticos, que se organizam espontaneamente em estruturas
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fechadas tipo concha esférica. Podem ser preparados a partir de misturas
lipidicas naturais ou a partir de lipideos sintéticos, disponiveis comercialmente.

A nomenclatura adotada para os lipossomas é baseada no seu numero
de bicamadas lipidicas (lamelas) e tamanho (SZOKA e PAPAHADJOPOULOQOS,
1980). Assim, para os lipossomas de preparacdo mais imediata, ficou
consagrado o nome de vesiculas multilamelares ou MLV (multilamellar
vesicles). Como o nome indica, estas vesiculas sdo constituidas por varias
bicamadas lipidicas, aproximadamente concéntricas, podendo o seu diametro
variar entre 400 e 3500 nm (JULIANO, 1981).

Dentre os lipossomas, os mais utilizados s&o as vesiculas unilamelares
grandes ou LUV (large unilamellar vesicles), de didametro superior a 100 nm,
bem como as vesiculas unilamelares pequenas ou SUV (small unilamellar
vesicles), com didametro entre 20 e 50 nm (LICHTENBERG e BARENHOLZ,
1988). Existem ainda as vesiculas unilamelares gigantes ou GUV (giant
unilamellar vesicles), com dimensdes superiores a 1 uym, podendo chegar as
dezenas de micrometros, tamanho comparavel ao de uma célula eucaribtica e
as vesiculas unilamelares médias ou MUV (medium-sized unilamellar vesicles),
com dimensbes compreendidas entre os SUV e os LUV (LICHTENBERG e
BARENHOLZ, 1988). De menor importancia, mas também caracterizados,
encontram-se os lipossomas multivesiculares ou MVL (multivesicular
liposomes) e as vesiculas oligolamelares ou OLV (oligolamellar vesicles) que, a
semelhancga das unilamelares, podem ser subdivididas em pequenas, grandes
e gigantes (SOV, LOV e GOV) (SANTOS e CASTANHO, 2002). Na Figura 11
pode-se observar uma representacdo esquematica comparativa dos varios
tipos de lipossoma.

A larga aceitacdo da utilizagdo de lipossomas para os mais diversos
fins criou a necessidade de desenvolver métodos preparativos eficientes,

reprodutiveis e com a simplicidade possivel, a escala laboratorial e industrial.
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Figura 11. Representagcdo esquematica dos varios tipos de lipossomas,
mostrando a base da sua classificagdo em termos de tamanho, nimero de
lamelas e sua posicao relativa. Vesiculas multilamelares (MLV), vesiculas
unilamelares pequenas (SUV), vesiculas unilamelares grandes (LUV), vesiculas
unilamelares gigantes (GUV), lipossomas multivesiculares (MVL), vesiculas
oligolamelares pequenas (SOV), vesiculas oligolamelares grandes (LOV) e vesiculas
oligolamelares gigantes (GOV). Cada linha representa uma bicamada lipidica (lamela).
Figura baseada em SANTOS e CASTANHO, 2002.

O tipo de lipossoma &, essencialmente, condicionado pelo seu método
de preparagdo. Assim, a composicdo quimica, numero de camadas,
distribuicdo de tamanhos, numero de lamelas e o volume encapsulado
influenciam consideravelmente a aplicagdo dos lipossomas. Um esquema geral
de preparacéo de lipossomas é representado na Figura 12.

De um modo geral, a preparacao de vesiculas lipidicas € realizada
através da dissolucdo da fase lipidica em um solvente orgéanico, evaporando-
se, em seguida, este solvente para formacdo de um fino filme lipidico.

Posteriormente ocorre a hidratacdo do lipideo com uma fase aquosa. Nesta
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etapa tem-se a formacao de vesiculas multilamelares grandes. Na maioria dos
sistemas, um processamento secundario, como extrusdo ou sonicagao &
necessaria para a obtencdo de um produto final com tamanho de particulas
menores e bem definidas (WOODLE e PAPAHADJOPOULOS,1989).
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Figura 12. Metodologia de preparagcdo de lipossomas tipo vesiculas
multilamelares (MLV), vesiculas unilamelares pequenas (SUV) e vesiculas
unilamelares grandes (LUV). Figura modificada de AVANTI POLAR LIPIDS
(http://avantilipids.com/).
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2. Objetivos



Baseando-se na estrutura primaria da toxina ParE de Escherichia coli,
bem como nos escassos dados em relacao a esta toxina, a meta deste trabalho
foi a obtencéo de peptideos sintéticos baseados nesta proteina a fim de avaliar
as sequéncias de aminoacidos responsaveis pela interacdo com as diferentes
topoisomerases bacterianas. Além disso, foi também objetivo deste trabalho
isolar a melhor sequéncia polipeptidica com potencial atividade inibitéria sobre
essas enzimas, a exemplo dos dados recentes obtidos por nosso laboratorio
com peptideos sintéticos provenientes da toxina CcdB (TROVATTI et al.,
2008).

De maneira mais especifica, foram objetivos do trabalho:

1. Realizar analises de bioinformatica para levantamento de dados
estruturais sobre a toxina ParE;

2. Projetar e sintetizar peptideos derivados da toxina bacteriana ParE;

3. Avaliar as diferentes sequéncias quanto a capacidade de interagéo e
inibicdo da atividade da DNA girase e topoisomerase |V bacterianas;

4. Realizar estudos de atividade de inibicdo de crescimento microbiano
por estes peptideos e de mecanismos de transporte através da parede celular;

5. Estudar a interagdo dos peptideos com as topoisomerases;

6. Propor uma nova familia de agentes antimicrobianos.
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3. Materiais e Métodos



3.1. Reagentes e solventes

Os reagentes utilizados durante a sintese, purificacdo e caracterizagcéo

dos peptidicos estao relacionados abaixo:
- Resina (suporte polimérico) Rink amida AM, com grau de substituigdo inicial
de 0,68 mmol/g da marca Novabiochem®.
- Resina (suporte polimérico) Fmoc-Ser (tBu) Wang, com grau de substituicéo
inicial de 0,55 mmol/g da marca Novabiochem®.
- Aminoacidos protegidos: todos os L-a-aminoacidos utilizados neste trabalho
apresentavam a extremidade amino-terminal protegida com o grupo base-labil
Fmoc e grupos t-butilicos ou derivados para a protecdo das cadeias laterais
dos aminoacidos trifuncionais. Esses aminoacidos foram adquiridos da
Novabiochem® ou da Advanced Chem Tech®.
- Os agentes de condensacao utilizados na sintese dos diferentes analogos, 1-
Hidroxibenzotriazol (HOBt) e N,N'-Diisopropilcarbodiimida (DIC), foram
adquiridos da Novabiochem® e Fluka®, respectivamente.
- Como reagente de desprote¢cdo do grupo Fmoc, foi utilizada uma solugao
20% (v/v) de piperidina, da marca Merck®, em DMF.
- O reagente utilizado para a clivagem acida final foi o acido trifluoracético
(TFA), adquirido da Fluka®.
- Etanoditiol (EDT) e triisopropilsilano (TIS), substancias responsaveis pela
captura de espécies responsaveis por alquilacao eletrofilica e liberadas no
meio reacional durante o processo de clivagem acida, foram adquiridos da
Sigma® ou da Acros®.
- Os eluentes cromatograficos utilizados foram acetonitrila (ACN) da marca
Tedia® ou J.T.Baker® e agua ultrapura, obtida através de um sistema de
fitracdo Barnstead, equipado com cartuchos para retencédo de sais e de
compostos organicos.
- Demais reagentes e solventes como anidrido acético, diclorometano (DCM),
diisopropiletilamina (DIEA) e dimetilformamida (DMF) foram obtidos a partir das
empresas Merck®, Aldrich®, Mallinchrodt®, J.T.Baker® e Fluka®.

O isotiocianato de fluoresceina (FITC) para derivatizagao dos peptideos

foi adquirido do fabricante Sigma®.
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A coluna Hitrap desalting para purificacdo dos peptideos derivatizados
foi adquirido junto a GE Healthcare.

Fosfatidilcolina de soja e a esterilamina foram adquiridas da Sigma®.
3.2. Material biolégico

As enzimas recombinantes DNA girase, topoisomerase |V,
topoisomerase Il humana, GyrA e GyrB, produzidas heterologamente em
bactérias, foram adquiridas comercialmente da Inspiralis Ltda
(http://www.inspiralis.com).

A cepa bacteriana Escherichia coli K-100 utilizada no ensaio de

susceptibilidade antimicrobiana foi adquirida junto ao Instituto Adolfo Luts.
3.3. Equipamentos

- Sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em modo semi-
preparativo: cromatégrafo Beckman System Gold, equipado com coluna de
fase reversa C18, Delta Pak, Waters, 15 ym, 300 A, de dimens&o 300 x 19 mm.
O equipamento é composto por duas bombas modelo 116 e detector
UV/Visivel, conectado a um registrador 112 da Amersham Biosciences.

- Sistema de Cromatografia liquida em modo analitico: Cromatografo Shimadzu
LC-10A/C-47A equipado com trés bombas LC 10AT, injetor automatico SIL
10AF e detectores de UV SPD 10A e fluorescéncia RF 10A.

- Sistema de cromatografia liquida de média presséo (CLME): Composto por
uma bomba Laballiance Series |, coletor de fragbes Foxy Jr. e um detector UV
Konik, conectado a um registrador 112 da Amersham Biosciences.

- Espectrofotometro UV-Visivel Shimatzu UV 1601PC.

- Sistema de eletroforese GNA 100, equipado com fonte Pharmacia Biotech
modelo EPS 301.

- O fotodocumentador Alpha Imager EP System da Alpha Innotech.

- Espectrofotometro de microplacas EpochTM da Biotek.

- Extrusores e filtros para preparo dos lipossomas foram adquiridos junto a
Avanti Polar Lipids.

- Fluorimetro QuantaMaster™ da Photon Technology International (PTI).
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3.4. Predicdo de estruturas secundarias e obtencdo de seqiiéncias e

coordenadas atomicas de estruturas de proteinas

A predicdo de estruturas secundarias foi realizada com o programa
PSIPRED (http://128.16.10.201/psipred/). As estruturas primarias de proteinas
foram obtidas a partir do National Center for Biotechnology Information - NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Os arquivos com coordenadas atdmicas das
estruturas de proteinas foram obtidos a partir do servidor Protein Data Bank -

PDB (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do).

3.5. Modelagem molecular por homologia

A sequéncia da proteina ParE de E. coli foi obtida usando a sequéncia
do plasmideo RK2 (JIANG et al., 2002) como consulta no programa PSI-BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). A sequéncia obtida (Gl 194437967) foi
usada na busca de proteinas homoélogas com estrutura tridimensional
resolvida, usando o servidor Phyre (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre). A partir
desta busca, a seqliéncia com maior identidade foi escolhida e utilizada como
modelo na modelagem por homologia. Um modelo 3-D foi construido adotando
uma abordagem de modelagem comparativa por satisfacdo de restricbes
espaciais, utilizando o programa MODELLER9v7 (SALI e BLUNDELL, 1993,
http://salilab.org/modeller). Minimizacdo de energia por CHARMm (BROOKS
et al., 1983) foi aplicado ao modelo resultante, utilizando o programa
Swiss PdbViewer (http://spdbv.vital-it.ch). A estereoquimica e qualidade do
modelo final foram avaliadas com os programas PROCHECK
(http://www.biochem.ucl.ac.uk/~roman/ProCheck/procheck.html) e Verify-3D
(http://nihserver.mbi.ucla.edu/Verify_3D). Buscas por semelhanca estrutural
foram realizadas no servidor DALI (http://ekhidna.biocenter.helsinki.fi/
dali_server). Os modelos estruturais foram visualizados no programa PyMOL

(http://pymol.sourceforge.net).
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3.6. Sintese de peptideos

Os peptideos foram sintetizados manualmente pelo método da fase
sélida de acordo com o protocolo padrao que emprega o grupamento base-labil
9-Fluorenil-metiloxicarbonila (Fmoc) como protetor dos a-amino grupos, e
derivados t-butilicos (t-Bu) para a protecdo das cadeias laterais de residuos de
aminoacidos trifuncionais. Os agentes de condensagcdo usados foram o
Diisopropilcarbodiimida (DIC) e 1-hidroxibenzotriazol (HOBt). Na etapa de
acoplamento de cada aminoacido, foi empregado um excesso molar de 3 vezes
em relacdo a quantidade de resina de partida, tanto para o Fmoc-aminoacido
quanto para os agentes de condensagdo. A desprotegdo dos grupos a-
aminicos (remog¢do do grupo base labil Fmoc), ap6s a entrada de cada
aminoacido, foi realizada empregando-se uma soluc¢ao de piperidina 20% (v/v)
em DMF. A eficiéncia das etapas de entrada de cada aminoacido foi
monitorada pelo teste de ninidrina (KAISER et al., 1970) e, quando positivo, o
processo foi repetido com 50% da quantidade inicial dos reagentes. A clivagem
final dos peptideos das respectivas resinas e a desprotecdo dos grupos
protetores das cadeias laterais, foi efetuada pelo tratamento das respectivas
peptidil-resinas com uma solugéo de clivagem contendo TFA (94,0%), agua
deionizada (2,5%), EDT (2,5%) e TIS (1,0%), a temperatura ambiente por 2
horas. Os peptideos, denominados brutos, foram precipitados e lavados com
éter dietilico gelado e, em seguida, retidos em funil de placa porosa para serem
eluidos em agua e, posteriormente, liofilizados. Ap6s este procedimento, uma
fragcdo da massa do extrato bruto de cada peptideo liofilizado foi dissolvida em
solvente A (agua + TFA 0,04%), até a solubilizacdo completa do material bruto.
A solucédo resultante deste processo foi entdo submetida a analise qualitativa
em CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia), utilizando coluna de fase

reversa e gradiente de acetonitrila (30 a 70%).

3.7. Purificagao e identificagcao dos peptideos

Os peptideos foram purificados por cromatografia liquida de baixa
pressao em coluna de fase reversa, sob gradiente de acetonitrila (30 a 70%).

As fragbes provenientes da cromatografia foram analisadas por CLAE. O
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conteudo dos tubos contendo o peptideo foi unido e liofilizado. Posteriormente,
uma amostra foi submetida novamente a uma analise por CLAE para confirmar
sua pureza. A identidade quimica dos peptideos foi confirmada por
espectrometria de massas em um aparelho electro-spray quadrupolo (ESI-Q),
em modo positivo, alocado no Departamento de Quimica Organica do Instituto

de Quimica de Araraquara.
3.8. Ensaios de inibigao da atividade da DNA girase

Os ensaios de inibicdo de superenovelamento do DNA (inibicdo da
atividade da girase) foram realizados incubando-se 1 unidade (U) de girase,
0,5 pg de plasmideo pBR322 relaxado e quantidades variadas de peptideos (5
a 100 yM), em um volume de reacao de aproximadamente 30 pL. A reacgao foi
incubada a 37°C por 2h em tampao de ensaio 1X (descrito abaixo). A reacao
foi interrompida pela adigdo de 15uL de STEB (20% sacarose; 0,05 mol.L”
Tris, pH 7,5; 0,05 mol.L" EDTA; 50 pjg/ml azul de bromofenol) e 60uL da
mistura cloroformio : alcool isoamilico (24:1). Posteriormente as amostras
foram centrifugadas e os sobrenadantes das mesmas foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 1% em tampao TBE (89 mmol.L™" Tris ; 89
mmol.L”" de acido bérico; 2 mmol.L™" EDTA, pH 8,2). Apo6s a corrida, o gel foi
corado durante 30 min, com uma solug¢ao de brometo de etidio (1 mg / mL). O
gel foi analisado em um fotodocumentador Alpha Imager EP System da Alpha

Innotech

Tampao de diluigdo enzima: 50 mmol.L™" Tris.HCI (pH 7.5), 100 mmol.L" KClI,
2 mmol.L™' DTT, 1 mmol.L™ EDTA, 50% glicerol (m/v).

Tampao de ensaio (concentrado 5X): 35 mmol.L™ Tris.HCI (pH 7.5),24 mmol.L™

KCI, 4 mmol.L" MgCl,, 2 mmol.L™ DTT, 1,8 mmol.L™" espermidina, 1 mmol.L”
ATP, 6,5 % (m/v) glicerol, 0,1 mg/ml albumina.
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3.9. Ensaios de inibigdo da atividade da Topoisomerase IV

Os ensaios de inibicdo do relaxamento do DNA superenovelado
(inibicdo da atividade da topoisomerase V) foram realizados incubando-se 1
unidade (U) de topoisomerase IV com 0,5 ug de plasmideo pBR322
superenovelado e quantidades variadas de peptideos (5 a 100 pM), em um
volume de reacao de aproximadamente 30 uL. A reacgdo foi incubada a 37°C
por 2h em tampé&o de ensaio 1X (descrito abaixo). Em seguida as amostras
foram tratadas e submetidas a analise de eletroforese em gel de agarose,

como descrito no item anterior.

Tampao de diluicdo enzima: 40 mmol.L™" HEPES.KOH (pH 7,6), 100 mmol.L™
KCI, 1 mmol.L™'DTT, 1 mmol.L"EDTA, 40% glicerol (v/v).

Tampdo de ensaio (concentrado 5X): 40 mmol.L”" HEPES.KOH (pH 7,6),
100 mmol.L™" KCI, 10 mmol.L™ MgCl, 10 mmol.L”" DTT, 1 mmol.L™" ATP,
50 pg/ml albumina.

3.10. Ensaios de inibigao da atividade da Topoisomerase Il humana

Os ensaios de inibicdo do relaxamento do DNA superenovelado
(inibicao da atividade da topoisomerase |l humana) foram realizados
incubando-se 1 unidade (U) de topoisomerase Il humana com 0,5 ug de
plasmideo pBR322 superenovelado e 100 ymol.L™" de peptideo ParE12, em um
volume de reagdo de aproximadamente 30 UL. A reacgdo foi incubada a 37°C
por 2h em tampéao de ensaio 1X (descrito abaixo). Em seguida as amostras
foram tratadas e submetidas a analise de eletroforese em gel de agarose,

como descrito no item anterior de ensaio para DNA girase.

Tampao de diluicdo enzima: 50 mmol.L™" Tris.HCI (pH 7.5), 100 mmol.L™" NaCl,
1 mmol.L”" DTT, 0.5 mmol.L™ EDTA, 50 % glicerol (v/v), 50 pg/ml albumina.

Tampdo de ensaio (concentrado 5X): 50 mmol.L™" Tris.HCI (pH7.5),
125 mmol.L™ NaCl, 10 mmol.L™' MgCl,, 5 mmol.L™ DTT, 100 pg/ml albumina.
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3.11. Marcacao dos peptideos ParE3 e ParE10 com FITC

A derivatizacdo dos peptideos ParE3 e ParE10 foi feita incubando-se
0,2 mmol.L™" de peptideo com 1 mmol.L" de isotiocianato de fluoresceina
(FITC) (Sigma) em tampéo fosfato de sodio, pH 7,8, a 4 °C, overnight. Apos a
reagéo, o FITC livre foi removido utilizando-se uma coluna Hitrap desalting (GE
Healthcare) equilibrada com o mesmo tampé&o usado durante a marcacao. A
marcagado dos peptideos foi confirmada por espectrofotometria de absorcéo e

de fluorescéncia.
3.12. Espectroscopia de fluorescéncia
3.12.1 Fluorescéncia intrinseca

A interagdo dos peptideos ParE3 e ParE10 com a GyrA e GyrB foi
inicialmente analisada por espectroscopia de fluorescéncia intrinseca,
explorando-se a alteragdo na emissao de fluorescéncia dos residuos de
triptofano presentes nas subunidades da girase. Deste modo, quantidades
crescentes (em nmol.L™") de peptideo, em tampao Tris.HCl 10 mmol.L”" (pH
7,4), foram misturados a 200 nmol.L™" de GyrA ou GyrB, em tamp3ao Tris.HCI 10
mmol.L™" (pH 7,4) e um espectro de fluorescéncia foi obtido a 25°C, em um
fluorimetro QuantaMaster™ da Photon Technology International (PTI) alocado
no Parc Cientific de Barcelona, Espanha. O comprimento de onda de excitacao

foi de 280 nm e a aquisi¢do do espectro de emisséo na faixa de 310 a 450 nm.
3.12.2 Fluorescéncia extrinseca

Um segundo modo utilizado para se investigar a ligagdo dos peptideos
com as subunidades GyrA e GyrB foi utilizando anisotropia de fluorescéncia
(fluorescéncia com luz polarizada). Para isso, os peptideos ParE3 e ParE10
foram derivatizados com FITC, como descrito no item 3.11. Nos ensaios de
anisotropia de fluorescéncia, 250 nmol.L™ de peptideo marcado foi misturado a
quantidades crescentes de GyrA ou GyrB (em nmol.L™"). A anisotropia de

fluorescéncia foi medida em fluorimetro QuantaMaster™ da Photon Technology
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International (PTI), equipado com polarizadores, alocado no Parc Cientific de
Barcelona, Espanha. O comprimento de onda de excitagéo foi de 490 nm e de

emissdo a 515 nm.
3.13. Preparo de lipossomas e eficiéncia de encapsulagao

O procedimento utilizado para o preparo dos lipossomas foi baseado em
métodos ja descritos por BREUKINK e colaboradores (2000). Deste modo, 40
mg de fosfatidilcolina de soja e 0,5 mg de esterilamina foram solubilizadas
em 1 mL de cloroférmio em um tubo de ensaio de tamanho adequado. Em
seguida o solvente foi evaporado lentamente, sob fluxo de nitrogénio, para
possibilitar a formagdo de um fino filme lipidico nas paredes do tubo.
Posteriormente, o solvente residual foi eliminado sob vacuo por
aproximadamente 18 horas. Em seguida, foi adicionado ao tubo, 1 mL de
solucdo tampao Tris-HCI, 10 mmol.L™", pH 7,0, contendo 100 pmol.L™" do
peptideo com atividade biolégica comprovada pelos ensaios de inibigdo
enzimatica. Em seguida, foram feitas agita¢des vigorosas utilizando agitador do
tipo Vortex, obtendo-se desta forma uma suspensdo de vesiculas
multilamelares grandes (MLV). Para a sua conversdo em vesiculas
unilamelares grandes (LUV), as MLV foram submetidas a extrusao (30 ciclos),
utilizando extrusor equipado com filtro de policarbonato com poros de diametro
200 nm.

Os lipossomas foram submetidos a cromatografia de excluséo
molecular, em coluna Sephadex G50, para separag¢ao de possiveis peptideos
nao encapsulados e as fragbes que abrangem o pico dos lipossomas foram
unidas. Metade do volume foi destinada ao uso em ensaios microbioldgicos e o
restante liofilizado.

Aproximadamente 2 mg do material liofilizado foi dissolvido em 1 mL de
metanol e as solugdes finais foram analisadas em espectrofotdmetro, aplicando
varredura de comprimento de onda de 150 a 400 nm. O resultado foi
comparado com a mesma leitura aplicada a uma amostra de mesma
concentracdo de lipossoma vazio, preparado com o mesmo procedimento,

porém com auséncia de peptideos na solugéo tampao.

36



3.14. Teste de sensibilidade microbiana

Para a realizagdo de ensaios de inibicao de crescimento bacteriano da
linhagem de Escherichia coli K-100, foi realizado inicialmente um indculo a
partir de um estoque celular em um tubo contendo 5 mL de meio LB (Tabela 3)
estéril. Esta pré-cultura foi incubada overnight a 37°C, sob agitacédo a 200 rpm.
Apdés o periodo, a densidade Optica (D.O.) da cultura foi medida em
espectrofotbometo em comprimento de onda de 595 nm. A D.O. foi, entao,
corrigida através de diluigdo com meio de cultura LB estéril até atingir o padré&o
McFarland (que contém aproximadamente 1 x 108 UFC/mL). Esta cultura com a
D.O. corrigida foi utilizada no teste antimicrobiano.

Para os testes com peptideos ndo encapsulados, 100 pL de cultura
bacteriana foi misturada com certo volume de uma solugdo concentrada (2
mg/mL) de cada um dos peptideos, em microplacas estéreis, de modo que a
concentragao final dos peptideos ficassem a 50 pymol.L™". O volume final foi,
entdo, acertado para 200 pL. A microplaca foi incubada durante 18 horas em
estufa a 37 °C. O crescimento bacteriano foi medido através de um leitor de
microplacas Epoch, a 595 nm.

Para peptideos encapsulados, 40 uL da solu¢do dos mesmos, foi
misturada, em microplacas estéreis, a 100 pL de cultura bacteriana e o volume
final foi acertado para 200 uL com meio de cultura estéril. A microplaca foi
incubada durante 18 horas em estufa a 37 °C. O crescimento bacteriano foi
medido através de um leitor de microplacas Epoch, a 595 nm.

A porcentagem de inibigcdo do crescimento bacteriano de cada uma das
diferentes amostras foi determinada através de andlise comparativa com

amostras controles presentes na mesma placa.

Tabela 3. Composicdo do meio de cultura LB.

Triptona 1%
Extrato de levedura 0,5%
NaCl 1%
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES



4.1. Modelagem molecular da toxina ParE de E. coli

Para o desenho racional de peptideos derivados de uma proteina sao
necessarios dados estruturais para que se possa focar em determinadas
regibes que compreendem residuos que se sabe ou infere-se que sejam
responsaveis pelas interagdes durante a atividade da mesma. Em relagcéo a
toxina ParE, nenhum dado estrutural estava disponivel até o inicio deste
trabalho. Desta forma, foi necessario obter alguma fonte de informacdes
estruturais. Uma das abordagens para obtencéo de tais informacdes foi fazer a
modelagem da toxina. Este método permite a obtengcdo de modelos da
estrutura tridimensional de proteinas a partir de sua estrutura primaria.

Modelagem por homologia (ou modelagem comparativa) é geralmente
0 método de escolha quando ha uma clara relagdo de homologia entre a
sequéncia de uma proteina-alvo e, pelo menos, uma estrutura conhecida. Esta
técnica computacional é baseada na suposi¢gao de que as estruturas terciarias
de duas proteinas serao semelhantes se suas sequéncias estao relacionadas.
Ha duas abordagens principais para a modelagem por homologia: 1)
modelagem comparativa baseada em fragmento e 2) modelagem comparativa
baseada em restricdes espaciais. Na modelagem baseada em restricbes
espaciais, é gerado um conjunto de restricdes que sao aplicadas a proteina a
ser modelada. O calculo destas restricbes € baseado em andlises estatisticas
entre estruturas de proteinas homologas. Estas restricbes limitam, por
exemplo, a distancia entre dois residuos no modelo, sendo esta restricao
baseada na distancia entre dois residuos equivalentes na estrutura molde.

Na modelagem da toxina ParE foi escolhida a abordagem por restrigao
espacial. Para isso foi utilizado o programa MODELLER, o qual € um dos
softwares mais utilizado atualmente para a modelagem estrutural de proteinas
por homologia. Este programa utiliza estruturas-molde para construir modelos
tridimensionais da sequéncia alvo. O ponto de partida do MODELLER é um
alinhamento entre a sequéncia alvo e a(s) sequéncia(s) molde(s) com estrutura
tridimensional conhecida. Para isso, a sequéncia da toxina ParE de E. coli (gi
194437967) foi obtida a partir do GenBank e usada na busca de proteinas
homologas com estrutura tridimensional resolvida, usando o servidor Phyre. A

partir dessa busca, proteinas das familias RelE e YoeB foram selecionadas.
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Por ter maior identidade, a sequéncia da proteina RelE de E. coli (pdb id 3KHA)
foi escolhida e utilizada como modelo. O alinhamento, utilizando o programa
ClustalW, entre as toxinas ParE de E. coli (alvo) e RelE de E. coli (molde), bem
como o arquivo PDB com as coordenadas atdbmicas do molde RelE, foram
submetidos ao MODELLER, o qual gerou o arquivo com as coordenadas
atdbmicas do modelo resultante.

Apds a construgdo do modelo, é necessario identificar possiveis erros
relacionados a escolha das estruturas de referéncia e ao alinhamento entre
sequencia alvo e molde. Caso o modelo seja caracterizado de ma qualidade,
todo processo de modelagem deve ser revisto. Desta forma, foram utilizados os
programas VERIFY3D e PROCHECK para validar o modelo gerado. O primeiro
programa avalia os ambientes quimicos de cada residuo atribuindo scores com
referéncia a uma matriz construida a partir de uma analise estatistica
envolvendo estruturas de proteinas armazenadas no PDB. O segundo
programa avalia diversos parametros estereoquimicos de importancia
fundamental, como comprimentos de ligacdes, os angulos planos, a
planaridade dos anéis de cadeias laterais e os angulos torcionais da cadeia
principal, gerando o grafico de Ramachandran que define os residuos que se
encontram nas regidées energeticamente mais favoraveis e desfavoraveis. Os
modelos iniciais n&o tiveram boa qualidade. Assim, o alinhamento foi
manualmente modificado em alguns pontos para proporcionar melhor
adequacao das regides de estrutura secundaria do modelo em relagcdo ao
molde. O alinhamento modificado foi usado para construir um novo modelo. Ao
modelo final foi aplicado o algoritmo CHARMM de minimizagcéo de energia, com
0 uso do programa Swiss-PdbViewer. O modelo final € mostrado na Figura
13A. O gréafico de Ramachandran gerado da analise com o software
PROCHECK mostrou 96,8% dos residuos nas regides mais favoraveis e
favoraveis (Figura 13B). A analise usando o programa VERIFY3D mostrou
100% dos scores com valores positivos (Figura 14). Assim, os testes de
validagéo realizados com os programas VERIFY3D e PROCHECK indicam que
o modelo final gerado possui boa qualidade.

O arquivo contendo as coordenadas atémicas do modelo foi submetido
ao servidor DALI, o qual permite buscas por semelhanga estrutural

comparando a estrutura estudada com estruturas de proteinas conhecidas e
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depositadas no servidor do Protein Data Bank (PDB). Nesta analise, RelE de E.
coli (Z score = 17,9), toxina mutante (R81A/R83A) RelE de E. coli (Z score =
15,3), toxina RelE de Mycobacterium tuberculosis (Z score = 9,8), toxina YoeB
de E. coli (Z score = 9,6) e a toxina RelE de Pyrococcus horikoshii (Z score =
9,2) foram identificados como os de melhor score. Conforme relatado para
outros membros da superfamilia RelE, o modelo proposto também mostrou
semelhancgas estruturais, porém com valores de Z score pequenos, com
ribonucleases microbianas como colicina-E5 de E. coli (Z score = 3,7), RNase
SA3 de Streptomyces aureofaciens (Z score = 3.6) e RNase SA de

Streptomyces aureofaciens (Z score = 3.4).

Figura 13. (A) Modelo da estrutura tridimensional da toxina ParE de E. coli. Um
modelo 3-D foi construido a partir da estrutura primaria da toxina ParE de E. coli (105
aminodacidos) adotando uma abordagem de modelagem comparativa por satisfacao de
restricbes espaciais utilizando o programa MODELLER e coordenadas atbmicas da
toxina RelE de E. coli como molde. (B) Validagao do modelo com PROCHECK. O
modelo foi analisado com o software de validagdo PROCHECK. As estatisticas do
grafico de Ramachandran geradas desta analise sdo: 77 (81,9%) de residuos na
regido mais favoravel (em vermelho); 14 (14,9%) de residuos na regiéo favoravel (em
amarelo); 2 (2,1%) de residuos na regido pouco favoravel (em bege); 1 (1,1%) de
residuos na regiao desfavoravel (em branco). Figura extraida de BARBOSA et al.
2010.
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Figura 14. Validagcao do modelo com VERIFY3D. O modelo foi analisado com o
software de validacdo VERIFY3D. Todos os scores resultantes sdo positivos e dentro
da faixa de 0,06 a 0,49.

4.2. Predicao de estrutura secundaria da toxina ParE de E. coli com
PSIPRED

Uma segunda opg¢ao para gerar informacdes estruturais da toxina ParE
de E. coli foi realizar a predicao de estruturas secundarias a partir da estrutura
primaria da mesma. Para isso foi utilizado o servidor PSIPRED. O resultado da
analise mostrou o mesmo conteudo de estruturas secundarias que o modelo

tridimensional gerado por modelagem molecular por homologia. Além disso, os
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aminoacidos que constituem cada estrutura secundaria sdo, em boa parte, os
mesmos relacionados no modelo gerado por modelagem. Portanto essa
analise corrobora com a estruturagdo secundaria B-a-a-B-f-B-a e também com
os aminoacidos provavelmente envolvidos nesta estruturagéo. A Figura 15 faz
uma comparacao entre a estrutura secundaria predita com PSIPRED e a

estrutura predita apdés a modelagem molecular.

ParE MTAYILTTDAEADLRGIIRYTRKOWGTAQVRRYIARLEHGIADLAAGRGSFRDM
psrerep BN hhhhhhhhhhhhhhhhi  hhhhhhhhhhhhhhhhhhh
Modelagen BEN nohhnnhh  hhahhhhhhhhhhhhn

ParE SELFPELRMIHCEHHYVFCLPHGSAPALVVAIFHERMDLMARLSERLNIES
PSIPRED Gecees Fececces  Beseseced

hhhhhhhh
Modelagen see  Feses BEEEEEE hnohhnnhnn

Figura 15. Comparagdo entre a estrutura secundaria predita com PSIPRED e
apos a modelagem molecular para a toxina ParE de E. coli. Na figura, e (em azul)

representa folha 3 e h (em vermelho) a-hélice.

4.3. Analise da estrutura da toxina ParE de E. coli e desenho racional de

peptideos

Com as abordagens de bioinformatica para levantamento de dados
estruturais a partir da estrutura primaria de ParE, o estudo detalhado dos
escassos trabalhos sobre essa toxina e ampla revisdo bibliografica sobre as
demais toxinas da mesma superfamilia que ParE esta incluso, principalmente
as familias RelE e Yoeb que sdo as mais estudadas na superfamilia, o

desenho racional de peptideos a partir da estrutura primaria de ParE tornou-se

43



uma tarefa com maiores chances de acerto. De todas estas informacdes pode-
se concluir que a toxina ParE de E. coli apresenta estrutura tridimensional
muito semelhante a estrutura geral da superfamilia RelE, caracterizada por
um cerne de 4 ou 5 folhas B paralelas uma a outra, exceto a primeira e a ultima
que sao anti-paralelas entre si. As folhas B s&o flanqueadas, em um lado, por
duas a-hélices N-terminal e, por outro lado, pela a hélice C-terminal a qual
junto com a alca que conecta as folhas 31 e B2 (ou a2 e 2) forma uma fenda
profunda que correspondente ao sitio ativo para atividade RNase caracteristica
da grande maioria das toxinas estudadas ate 0 momento nesta superfamilia.

Apesar de o modelo gerado por modelagem comparativa possuir uma
regido com estrutura semelhante a fenda catalitica C-terminal caracteristica da
superfamilia, nenhum trabalho, at¢ o momento, mostrou alguma atividade
nucleasica de toxinas da familia ParE e apenas um trabalho, com abordagem
in vitro, mostrou que o alvo intracelular desta toxina € a DNA girase (JIANG et
al., 2002). Desta forma, apesar de uma origem comum e consideravel
similaridade, ParE pode ter divergido evolutivamente, culminando em uma
atividade citotéxica particular. Situagdo semelhante ocorre com a toxina CcdB.
Dentro de sua superfamilia, CcdB é a unica toxina cuja atividade citotoxica € a
inibicdo da DNA girase, sendo que todas as outras familias de toxinas ja
estudadas atuam na inibicdo da traducdo clivando RNA mensageiro no
ribossomo.

Considerando a toxina ParE como um inibidor da replicagdo, algumas
evidencias indicam que a regido C-terminal desta toxina € também a regido de
maior probabilidade de ser a envolvida na interagdo com a DNA girase. As
toxinas estudadas até o momento, tanto as com atividade de clivagem de RNA
como a CcdB com inibicdo sobre a DNA girase, possuem a regido C-terminal
como a responsavel pela atividade citotoxica. A recente elucidagédo da primeira
e unica estrutura cristalografica de ParE (DALTON e CROSSON, 2010), de
Caulobacter crescentus, mostra que a antitoxina ParD bloqueia a regido C-
terminal da toxina ParE. Além disso, um trabalho, também recente, produziu
diferentes proteinas ParE recombinantes truncadas na regido C-terminal e
estas tiveram sua atividade citotdxica muito reduzida ou extinta (FIEBIG et al.,
2010).
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Assim sendo, a regido C-terminal de ParE de E. coli foi usada como
molde para o desenho de peptideos a partir desta toxina. Os peptideos foram
desenhados de modo a incluir ou excluir estruturas secundarias preditas para a
regido, bem como a regido terminal “LNIES” que foi observada ser muito
variavel apdés analise de alinhamento multiplo com sequéncias ParE de
diferentes espécies bacterianas. Os primeiros peptideos desenhados para teste

de atividade sdo mostrados na Figura 16.

70 80 90 100
PSIPRED BEEEEE BN SRR B EEEEE  hoononnn
Modelagem [l ed fee R hhhhhhhhh
ParE ELRMIHCEHHY VFCLPHGSAP ALVVAIFHER MDLMARLSER LNIES
EcParEl @ - ——m——————— - = LMARLSER -----
EcParE2 = = ———————-mmm —m e FHER MDLMARLSER —-—-—---
EcParE3 -———-———————— - P ALVVAIFHER MDLMARLSER —-—----
EcParE4 ———-——-——-— —————————— —— = LMARLSER LNIES
EcParE5 = - o — FHER MDLMARLSER LNIES
EcParE6 = @ -—~—————————— ————————— P ALVVAIFHER MDLMARLSER LNIES
EcParE7 = @ -——\——————- HY VFCLPHGSAP ALVVAIFHER MDLMARLSER LNIES
EcParES8 —-LRMIHCEHHY VFCLPHGSAP ALVVAIFHER MDLMARLSER LNIES
EcParE9 =  -———————- HY VFCLPHGSAP ALVVAIF--- ————————————————
EcParEl0Q -LRMIHCEHHY VFCLPHGSAP ALVVAIF--- —-———=———————————
EcParEll -LRMIHCEH-- - =-======== ———— === ————————————————
EcParEl2 —LRMIHCEHHY VFCLPHGSA- —-——————=—= ————————————————

Figura 16. Peptideos racionalmente desenhados com base na regido C-terminal
da toxina ParE de E. coli. Na figura, e (em azul) representa folha 3 e h (em vermelho)

a-hélice.
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4.4. Sintese, purificagao e identificacao de peptideos derivados da toxina
ParE

Uma vez desenhada a estrutura primaria dos peptideos, os mesmos
foram sintetizados manualmente pela metodologia da fase so6lida (AMBLARD et
al., 2005) de acordo com o protocolo padrao que emprega o grupamento base-
labil Fmoc como protetor dos a-amino grupos, e derivados t-butilicos (t-Bu) para
a proteg¢ao das cadeias laterais de residuos de aminoacidos trifuncionais.

O procedimento de sintese seguiu as etapas descritas em Materiais e
Métodos. As sequéncias dos peptideos sintetizados, bem como a respectiva
estrutura secundaria que os mesmos abrangem, sdo mostradas na Figura 16.
Para os peptideos EcParE1, EcParE2, EcParE3, EcParE9 e EcParE10,
EcParE11 e EcParE12 foi utilizado a resina Rink amida, a qual resulta em
peptideos com um grupamento amida na extremidade C-terminal apds a
clivagem final. Isso foi necessario para mimetizar a ligacdo peptidica nesta
regido, pois nestes peptideos o residuo da extremidade C-terminal corresponde
a um residuo interno da sequéncia da toxina. Para os peptideos EcParE4,
EcParE5, EcParE6, EcParE7 e EcParE8 como o residuo terminal corresponde
ao residuo C-terminal da toxina, foi utilizado a resina Fmoc-Ser (tBu) Wang. Em
todos os peptideos a regido N-terminal foi acetilada com anidrido acético apos
o termino da sintese. Isso foi necessario também para mimetizar a ligacao
peptidica na regido, ja que em todos os peptideos o residuo da extremidade N-
terminal corresponde a um residuo interno na sequéncia da toxina. Para uma
pequena fragdo dos peptideos EcParE3 e EcParE10, nao foi feita acetilagéo.
Isso foi necessario para permitir a derivatizagdo da regido N-terminal com o
fluoréforo FITC para a analise por anisotropia de fluorescéncia. Uma vez
sintetizados, clivados da resina e liofilizados, os peptideos foram submetidos a
purificagdo por cromatografia liquida de baixa pressdao em coluna de fase
reversa, sob gradiente de acetonitrila. As fragbes provenientes da
cromatografia foram analisadas por CLAE em modo analitico. Os conteudos
dos tubos que abrangiam o peptideo foram unidos e liofilizados.
Posteriormente, uma amostra foi submetida novamente a analise em CLAE
para confirmar sua pureza. As Figuras 17 a 22 mostram os perfis

cromatograficos por CLAE dos peptideos antes (peptideos brutos) e apds a
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purificacdo (peptideos puros). A identidade quimica destes peptideos foi
confirmada por espectrometria de massas em electro-spray quadrupolo (ESI-
Q), em modo positivo.

Figura 17. Analise por CLAE dos peptideos EcParE1 (A) e EcParE2 (B) antes

(1) e ap6s a purificagao (2).
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Figura 18. Analise por CLAE dos peptideos EcParE3 (A) e EcParE4 (B) antes

(1) e ap6s a purificagao (2).
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Figura 19. Analise por CLAE dos peptideos EcParE5 (A) e EcParE6 (B) antes
(1) e ap6s a purificagao (2).
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Figura 20. Analise por CLAE dos peptideos EcParE7 (A) e EcParE8 (B) antes

(1) e ap6s a purificagao (2).
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Figura 21. Analise por CLAE dos peptideos EcParE9 (A) e EcParE10 (B) antes

(1) e ap6s a purificagao (2).
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Figura 22. Analise por CLAE dos peptideos EcParE11 (A) e EcParE12 (B)

antes (1) e ap6s a purificagéo (2).

52



4.5. Ensaio de inibigdo das atividades das enzimas girase e TOPO IV

Para verificar a acado inibitéria dos peptideos na atividade de
topoisomerases, os mesmos foram testados inicialmente quanto a suas
capacidades inibitérias sobre a acdo da DNA girase. A DNA girase promove o
superenovelamento negativo em um DNA circular fechado gerando uma
molécula que migra mais rapidamente, em relacédo ao DNA relaxado fechado,
quando submetida a eletroforese em gel de agarose. Assim, a reagao de
superenovelamento da DNA girase foi realizada na presenca de cada um dos
peptideos e submetida a eletroforese em gel de agarose. A Figura 23 mostra a
triagem inicial dos peptideos inibidores. Os peptideos EcParE3 (ParE 80-100),
EcParE8 (ParE 61-105), EcParE10 (ParE 61-87) e ParE12 (ParE 61-79) foram
capazes de inibir completamente a atividade da DNA girase a concentragao de
100 pmol.L™".

Figura 23. Triagem inicial dos peptideos derivados da toxina ParE de E.
coli sobre a inibicado da atividade da DNA girase. A DNA girase (1U) foi
incubada com 0,5 ng de plasmideo pBR322 relaxado e 100 pmolL™" de
peptideo inibidor a 37 °C por 2h. Posteriormente, a mistura foi submetida a
eletroforese em gel de agarose a 1%. C1: controle negativo (auséncia de
peptideo e DNA girase); C2: controle positivo (auséncia somente do peptideo);

1 a 12: presenca dos peptideos EcParE1 até EcParE12, respectivamente.
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Posteriormente, os peptideos com atividade inibitéria foram selecionados
para o ensaio de concentracdo minima inibitéria (MIC). Neste ensaio, a
concentracéo de peptideo inibidor é variada para se determinar a concentracéo
inibitoria minima. Pela Figura 24 observa-se que os peptideos EcParE3,
EcParE8, EcParE10 e EcParE12 foram capazes de inibir a atividade DNA

girase a 25, 50, 25 e 50 pmoI.L'1, respectivamente.

ParE3
s BEEN .1

PaELO

pep B EHNE '_ ._

Figura 24. Determinagdo da concentragcao minima inibitoria dos peptideos
EcParE3, EcParE8, EcParE10 e EcParE12 sobre atividade DNA girase. A
DNA girase (1U) foi incubada com 0,5 ug de plasmideo pBR322 relaxado e
concentragbes variadas do peptideo inibidor a 37 °C por 2h. Posteriormente, a
mistura foi submetida a eletroforese em gel de agarose 1%. C1: controle
negativo (auséncia de peptideo e DNA girase); C2: controle positivo (auséncia
somente do peptideo); Os numeros descritos em cada aplicacdo no gel,

representam a concentracéo de cada um dos peptideos em umol.L™.
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Usando a toxina CcdB, uma proteina muito bem estudada e que
também inibe a DNA girase, como modelo para desenhar peptideos inibidores,
nosso grupo mostrou que além de inibir a DNA girase alguns peptideos
derivados desta toxina também inibiram a atividade da Topo IV (Trovatti et al.,
2008). Assim, testou-se os peptideos obtidos também em relagcéo a capacidade
de inibicdo da atividade da Topo IV. A Topo IV é uma topoisomerase
bacteriana do tipo Il que possui estrutura e mecanismo catalitico semelhante a
DNA girase. A referida enzima tem a habilidade de relaxar positiva ou
negativamente moléculas de DNA superenovelados, gerando uma molécula
que migra mais lentamente, quando comparada com o DNA superenovelado
fechado, depois de submetidos a eletroforese em gel de agarose. Assim, foi
utilizada uma abordagem semelhante a selecéo de peptideos inibidores para a
DNA girase. A reacdo de relaxamento catalisada pela Topo IV foi realizada na
presenca de cada um dos peptideos e submetidos a eletroforese em gel de
agarose. A Figura 25 mostra a triagem inicial dos peptideos inibidores. Como
para a DNA girase, os peptideos EcParE3, EcParE8, EcParE10 e EcParE12
também foram capazes de inibir completamente a atividade da Topo IV a 100
umol.L™". Além disso, o peptideo EcParE7 também mostrou inibigdo total da
atividade da enzima. Posteriormente, esses peptideos foram selecionados para

0 ensaio de concentragdo minima inibitoria.

C1 € 1 2 3 4 5 8 (/ B8 8 10 11 12
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Figura 25. Triagem inicial dos peptideos derivados da toxina ParE de E.
coli sobre a inibicao da atividade da topo IV. A Topo IV (1U) foi incubada
com 0,5 ug de plasmideo pBR322 superenovelado e 100 umol.L™" de peptideo
inibidor a 37 °C por 2h. Posteriormente, a mistura foi submetida a eletroforese
em gel de agarose 1%. C1: controle negativo (auséncia de peptideo e topo 1V);
C2: controle positivo (auséncia somente do peptideo); 1 a 12: presenca dos

peptideos EcParE1 até EcParE12, respectivamente.
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O peptideo ParE7 n&o mostrou inibicdo em concentragdes inferiores a
75 pmol.L™" e portanto a sua utilizacdo foi descartada. Como pode ser
observado na Figura 26, os peptideos ParE3, ParE8, ParE10 e EcParE12
foram capazes de inibir a atividade da Topo IV a 25, 50, 25 e 25 pmoI.L'1,

respectivamente.

Cl1 C 75 50 25 10 3§

PaE3

ParES

ParElL0

Figura 26. Determinagdo da concentragao minima inibitéria dos peptideos
EcParE3, EcParE8, EcParE10 e EcParE12 sobre atividade da topo IV. A
Topo IV (1U) foi incubada com 0,5 ug de plasmideo pBR322 superenovelado e
concentragdes variadas do peptideo inibidor a 37 °C por 2h. Posteriormente, a
mistura foi submetida a eletroforese em gel de agarose 1%. C1: controle
negativo (auséncia de peptideo e topo IV); C2: controle positivo (auséncia
somente do peptideo); Os numeros nos pogos representam a concentragao do
peptideo em pmol.L™".
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A atividade inibitoria dos peptideos ParE10 e ParE12, cujas sequéncias
peptidicas ndo cobrem relativamente a regido correspondente aos ultimos 10
aminoacidos (Figura 27A), indicada como a mais importante para toxicidade em
C. crescentus (FIEBIG et al., 2010), a unica toxina ParE parcialmente
caracterizada até o momento, sugere que pode haver uma regido adicional na
toxina bacteriana ParE que também pode participar da interagdo com DNA
girase. A analise de alinhamento multiplo da regido C-terminal de varias toxinas
bacterianas ParE (Figura 27B), mostra dois aminoacidos altamente
conservados (H88 e M91), na regido que cobre o peptideo ParE3, e um
aminoacido (H69) altamente conservado, na regido que cobre os peptideos
ParE10 e ParE12. Estes aminoacidos podem, talvez, exercer funcbes
importantes na interacao dos peptideos e da toxina selvagem ParE com a DNA

girase.

Figura 27. Analise da estrutura primaria da regidao C-terminal de ParE.

A. Comparagdo estrutural das sequéncias C-terminal de E. coli e C.
crescentus. B. Analise de alinhamento multiplo da regido C-terminal de varias
toxinas bacterianas ParE. Em vermelho estdo salientados os aminoacidos

altamente conservados entre as espécies.
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4.6. Avaliagao da interagdao dos peptideos com a DNA girase.

Como descrito detalhadamente na secao Introducédo, a DNA girase é
composta por duas subunidades protéicas GyrA e duas subunidades protéicas
GyrB (Figura 1). Essas subunidades em conjunto formam um heterotetramero
A2B2 que constitui a forma ativa da enzima (WIGLEY, 1995; MAXWELL, 1993).
Os peptideos derivados de ParE, poderiam, portanto, estar interagindo
exclusivamente com uma das subunidades GyrA ou GyrB, ou ainda,
concomitantemente com ambas, resultando assim, na inibicdo de atividade
observada.

Na tentativa de investigar a interacdo dos peptideos inibidores, e a
subunidade envolvida no processo, proteinas GyrA e GyrB foram adquiridas
separadamente e a técnica de espectrofotometria de fluorescéncia aplicada
nos estudos.

A fluorescéncia intrinseca das proteinas resulta da emissao
fluorescente dos residuos que contém anéis aromaticos, que sao o triptofano, a
tirosina e a fenilalanina. Destes trés aminoacidos, o triptofano é o que
apresenta maior rendimento quantico, sendo geralmente o residuo que domina
o espectro de emissado de proteinas. A emisséo de fluorescéncia por tirosinas
pode ser absorvida (quenched) por residuos de triptofanos vizinhos.
Dependendo do caso, a tirosina também pode apresentar uma contribuicéo
espectral significativa, porém isso geralmente acontece quando a proteina
contém um grande numero de tirosinas e quase nenhum residuo de triptofano.

Os experimentos de fluorescéncia intrinseca sdo capazes de prover
informagdo sobre o ambiente quimico dos residuos aromaticos de uma
proteina. O grupo indol do triptofano é bastante sensivel as mudancas de
polaridade do ambiente quimico em que se encontra inserido. Em
consequéncia, o maximo de emissdo fluorescente do triptofano depende
fortemente da polaridade do meio. Este maximo pode variar de 320 nm,
quando o residuo se encontra em um meio hidrofébico, até comprimentos de
onda de 355 nm, quando o residuo esta em contato com um ambiente mais
polar. A intensidade de emissao fluorescente dos residuos aromaticos também
pode fornecer informagdes importantes sobre a estrutura protéica. Altera¢des

na intensidade de fluorescéncia de uma proteina, sujeita a alguma perturbacéo,
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indicam transigdes conformacionais locais, devido as variagbes na regidao que
acomoda os residuos de aminoacidos fluorescentes, como consequéncia das
interacbes que eles mantém, sejam com outros residuos de aminoacidos ou
com as moléculas de solvente. Dependendo das suas caracteristicas, tais
mudangas nas interagbes podem resultar em uma diminuigdo ou um aumento
de intensidade de emissao fluorescente dos residuos aromaticos.

Baseado no fato que as subunidade GyrA e GyrB possuem 3 e 6 (ou 6
e 12, nos dimeros) triptofanos, respectivamente, foi possivel usar a técnica de
fluorescéncia intrinseca para avaliar a interacdo dos peptideos com a enzima.
Outro fato a favor da técnica é que os peptideos ndo possuem residuos de
triptofano e, assim, toda variagdo de intensidade de fluorescéncia de residuos
de triptofano em um ensaio peptideo-subunidade pode ser atribuida a
subunidades da enzima. Desta forma, 100 nmol.L”' de GyrA ou GyrB foi
misturada a quantidades crescentes (em nmol.L™') dos peptideos ParE3 ou
ParE10 e a emissao de fluorescéncia do sistema foi avaliada. O comprimento
de onda de excitacdo foi fixado em 280 nm e a aquisicdo do espectro de
emissao na faixa de 310 a 450 nm. Como é possivel observar nas Figuras 28 e
29, a intensidade de emissédo de fluorescéncia teve um decaimento gradual
quando a subunidade GyrA excitada na presenca de quantidades crescentes
de um dos peptideos ParE3 ou ParE10. Nos ensaios com a subunidade GyrB,
entretanto, praticamente nenhuma variagéo de intensidade de fluorescéncia foi
observada. Assim, os peptideos aparentemente, no caso da enzima ativa,
interagem preferencialmente com a subunidade GyrA.

Uma segunda abordagem para avaliar a interagéo dos peptideos com a
DNA girase foi a exploragcéo do sistema observando a fluorescéncia extrinseca
por anisotropia de fluorescéncia. Esta técnica envolve a marcagao de proteinas
de interesse com um fluoréforo repérter e o monitoramento da polarizagao da
fluorescéncia das proteinas marcadas em solugdo. Os fluoréforos possuem
vetores de absorgdo e emissao alinhados em dire¢cbes especificas relativas a
suas estruturas moleculares. Estes dois vetores determinam o eixo preferencial
da polarizacédo da luz absorvida e emitida, respectivamente. Desta forma,
quando um fluoréforo é excitado com luz plano-polarizada, a emisséo

resultante também é plano-polarizada, porém nao necessariamente na mesma
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Figura 28. Espectro de emissao de fluorescéncia de das proteinas GyrA (A) e

GyrB (B) na auséncia e presenca de quantidades variaveis de ParE3
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Figura 29. Espectro de emissao de fluorescéncia de das proteinas GyrA (A) e

GyrB (B) na auséncia e presenca de quantidades variaveis de ParE10.
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direcdo da excitacdo. Se a molécula fluorescente se encontra em solucéao e,
em consequéncia, em rotacao difusiva livre, a luz emitida pode adotar todas as
diregdes de polarizagcdo possiveis, ja que as moléculas estardo orientadas
aleatoriamente e dinamicamente. Consequentemente, apesar de se excitar a
amostra com polarizagdo anisotropica (com luz polarizada numa determinada
orientacdo), um observador medindo a polarizagao da luz fluorescente total iria
obter a média de um enorme numero de orientagbes dinamicas, ou seja, uma
luz com um baixo grau de anisotropia. Porém, variacbes da anisotropia de
fluorescéncia podem indicar a interacdo da molécula marcada com um ligante
de interesse. Dois fendbmenos vao afetar o nivel de anisotropia de fluorescéncia
do fluoréforo. O primeiro esta relacionado ao tamanho efetivo da molécula
marcada, ja que a anisotropia desta é tanto menor quanto mais rapida & a
velocidade de rotacdo da molécula, porque esta velocidade é diretamente
proporcional a quantidade de orientacbes que o fluoréforo adota durante o
tempo de medida. Como resultado, o grau de anisotropia da luz emitida pelo
fluoréforo € inversamente proporcional a sua velocidade de rotacédo e
diretamente proporcional ao seu tamanho molecular, ja que moléculas maiores
possuem rotagdes mais lentas. Este principio pode ser utilizado para monitorar
a formacdo de complexos moleculares entre moléculas marcadas com um
fluoréforo e ligantes potenciais, porque, ao formar-se a ligagédo, o complexo
resultante tera um tamanho molecular maior, uma rotacdo mais lenta e uma
emissao mais anisotrépica. O segundo fendmeno envolve a mobilidade local do
fluoréforo, em uma escala temporal muito menor ao efeito anterior. A interacao
da molécula marcada com o ligante de interesse pode alterar a mobilidade local
do fluoréforo com consequéncias para a anisotropia de emissdo deste, de
forma analoga ao efeito descrito acima. Consequentemente, ambos os
fendmenos irdo contribuir para o nivel de anisotropia de fluorescéncia da
molécula marcada.

Para maximizar a observagdo da anisotropia de fluorescéncia, ao
analisar a interagdo de duas proteinas, podem-se marcar com o fluoréforo a
proteina de menor tamanho, pois assim, ao formar-se o complexo, a reducao

de sua velocidade de rotagc&o sera maior que no caso inverso. Neste caso, a
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molécula escolhida para a marcagédo foi o peptideo, ja que sua massa
molecular € bem menor que qualquer uma das duas subunidades da girase.

Os peptideos ParE3 e ParE10 foram, entdo, derivatizados com o
fluoréforo isotiocianato de fluoresceina (FITC). Apds a reagéo, o FITC livre foi
removido por cromatografia de exclusdo molecular utilizando-se uma coluna
Hitrap desalting (GE Healthcare). A marcacgéo dos peptideos foi confirmada por
espectrofotometria de absorbancia e por fluorescéncia. As Figuras 30 e 31
mostram que os peptideos foram derivatizados corretamente ja que o ensaio
de absorg¢ao mostra picos a 220nm e 490nm que s&do os comprimentos de onda
de absorgdo da ligacéo peptidica e do FITC, respectivamente. Além disso, o
ensaio de fluorescéncia também mostrou que a derivatizagdo ocorreu, pois as
amostras derivatizadas apresentaram emissdo de fluorescéncia a 515 nm,
referente a molécula do FITC, apds serem excitadas a 490nm.

Uma vez confirmada a derivatizagcdo dos peptideos o ensaio de
anisotropia de fluorescéncia pdde ser realizado. Desta forma, 200 nmol.L™" de
peptideo marcado foi misturado a quantidades crescentes de GyrA ou GyrB
(em nmol.L™") e a anisotropia de fluorescéncia foi medida. O comprimento de
onda de excitagao foi de 490nm e a aquisi¢cdo a 515nm.

As Figuras 32 e 33 mostram que houve um aumento da anisotropia
quando os peptideos foram colocados em contato com quantidades crescentes
de GyrA. Em relacdo a GyrB, a anisotropia permaneceu praticamente
constante. Isso evidencia a ligagdo dos peptideos a GyrA, resultado que

corrobora os resultados obtidos na analise por fluorescéncia intrinseca.

4.7 Encapsulamento dos peptideos em lipossomas e ensaio

microbiolégico

Lipossomas tém sido usados como carreadores de varios compostos
com efeito terapéutico, mostrando-se uma poderosa ferramenta para aumento
da atividade dos compostos, liberacdo controlada, aumento de solubilidade,
direcionamento ao alvo e reducgao de toxidade (SANTOS e CASTANHO, 2002).
Além disso, os lipossomas sao promissores como veiculos para dispensar
drogas, uma vez que sao absorvidos por muitas células por meio de fusdo com

a membrana plasmatica.
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Figura 30. Confirmagdo da derivatizagcdo com FITC do peptideo ParE3 por
espectrofotometria de absorbancia (A) e por fluorescéncia (B). Na analise por

fluorescéncia a amostra foi excitada a 490nm.
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Figura 31. Confirmacgédo da derivatizacdo com FITC do peptideo ParE10 por
espectrofotometria de absorbancia (A) e por fluorescéncia (B). Na analise por

fluorescéncia a amostra foi excitada a 490nm.
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Figura 32. Anadlise da formagao de complexos ParE3-GyrA e ParE3-GyrB
por anisotropia de fluorescéncia. Uma amostra de 200 nmol.L™' de ParE3
marcada com FITC foi titulada com GyrA e GyrB e a anisotropia de

fluorescéncia do sistema foi medido (Aexc = 490 nm e Aem = 515 nm).
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Figura 33. Andlise da formagcao de complexos ParE10-GyrA e ParE10-
GyrB por anisotropia de fluorescéncia. Uma amostra de 200 nmol.L™" de
ParE10 marcada com FITC foi titulada com GyrA e GyrB e a anisotropia de

fluorescéncia do sistema foi medido (Aexc = 490 nm e Aem = 515 nm).
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A ideia de se trabalhar com lipossomas surgiu a partir de dois fatores
principais. O primeiro refere-se a problemas de insolubilidade dos peptideos.
Os peptideos com boa atividade inibitéria sobre as topoisomerases foram
selecionados para a realizagdo dos primeiros testes de inibigdo de crescimento
bacteriano utilizando linhagem de E. coli. Entretanto, os mesmos quando
colocados diretamente no meio de cultura precipitaram, inviabilizando o teste.
O segundo fator refere-se a possibilidade de uso dos peptideos como
moléculas ativas para tratamento de cancer. Recentemente, em trabalho
conjunto com uma estudante de iniciagdo cientifica, foi realizado o primeiro
teste de inibicdo da topoisomerase Il humana, uma das principais enzimas alvo
em trabalhos de busca de moléculas para tratamento de cancer. Em um ensaio
similar ao das topoisomerases bacterianas, a atividade da topoisomerase |l

humana foi inibida na presenca do peptideo ParE12 (Figura 34).

C- C+ 1

Figura 34. Inibicao da atividade da topoisomerase Il humana pelo peptideo
ParE12. A topoisomerase Il humana (1U) foi incubada com 0,5 ug de
plasmideo pBR322 superenovelado e 100 pmol.L™" de peptideo ParE12 a 37 °C
por 2h. Posteriormente, a mistura foi submetida a eletroforese em gel de
agarose 1%. C-: controle negativo (auséncia de peptideo e topoisomerase |l
humana); C+: controle positivo (auséncia somente do peptideo); 1: presenca e
100 pmol.L™" do peptideo EcParE12.
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Assim, neste ultimo contexto, verificar a possibilidade de
encapsulamento dos peptideos em lipossomas também é interessante devido a
sua capacidade de dispensar drogas por meio de fusdo com a membrana
plasmatica de eucariotos. Além disso, a possibilidade de variagdo na
composicao de lipossomas pode resultar em um melhor direcionamento da
molécula inibidora ao tecido canceroso.

Desta forma, foi iniciado neste trabalho os primeiros testes usando
lipossomas como veiculos carreadores para peptideos bioativos derivados de
ParE. Como detalhado em Materiais e Métodos, os peptideos foram
encapsulados em lipossomas de fosfatidil colina de soja. O didmetro das
vesiculas foi uniformizado por meio da extrusdo dos lipossomas em filtros de
200 nm. O produto final foi submetido a cromatografia de exclusdo molecular
para separacado dos lipossomas formados das moléculas peptidicas nao
encapsuladas.

Paralelamente, cromatografias de exclusdo molecular de lipossomas
vazios e também de uma mistura de lipossomas vazios com 50 pmol.L”" de
peptideos livres, foram realizadas para um mapeamento dos picos
representativos das fragbes dos lipossomas e de peptideos livres no perfil
cromatografico.

As Figuras 35 e 36 mostram os perfis cromatograficos, com leituras de
absorbancia das fragées a 220 nm, de amostras com peptideos encapsulados
em relacdo aos perfis das amostras de lipossomas vazios e de lipossomas
vazios com peptideos livres. Como pode-se observar, os perfis que
representam o encapsulamento dos peptideos ndo mostraram nenhum pico na
regido em que os peptideos livres sao eluidos, indicando boa qualidade de
encapsulamento.

Posteriormente, as fracbes que abrangem o pico do peptideo
encapsulado para cada caso foram unidas e metade do volume foi liofilizado,
sendo a outra parte utilizada em ensaios microbiolégicos. O mesmo foi feito

para os lipossomas vazios.
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Figura 35. Perfil obtido por cromatografia de exclusdo molecular dos
lipossomas com EcParE3 e EcParE8. Amostras (500 uL) de EcParE3 (A) e
EcParE8 (B) encapsulados foram purificados por cromatografia de exclusao

molecular. As fragbes coletadas foram lidas a 220 nm em espectrofotdmetro.
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Figura 36. Perfil obtido por cromatografia de exclusdo molecular dos
lipossomas com EcParE10 e EcParE12. Amostras (500 pL) de EcParE10 (A)
e EcParE12 (B) encapsulados foram purificados por cromatografia de excluséo

molecular. As fragdes coletadas foram lidas a 220 nm em espectrofotdmetro.
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Para se comprovar a encapsulagao, 2 mg de cada uma das amostras
liofilizadas foram dissolvidas em 1mL de metanol e as solugdes finais foram
analisadas em espectrofotobmetro, aplicando varredura de comprimento de
onda de 150 a 400 nm. O metanol promove o rompimento das vesiculas dos
lipossomas e, consequentemente, a amostra que possui peptideos no interior
das vesiculas deve apresentar uma alteragdo no perfil do espectro de
absorbancia quando comparado a amostras de lipossomas vazios em metanol,
devido a absorgdo adicional dos peptideos livres. Este fato observado nas
Figuras 37 e 38, onde s&o comparadas as varreduras espectrofotométricas das
amostras dos peptideos encapsulados e de lipossomas vazios, ambos em
metanol.

A analise da encapsulagao de peptideos por absorgdo, como pdde ser
observado, fica um pouco dificultada pelo fato de o comprimento de onda
maximo de absorgéo do lipideo (por volta de 210 nm) ser muito proxima do
comprimento de onda de absorgao da ligagao peptidica (em torno de 220 nm).
Se os peptideos tivessem residuos de triptofano, um pico adicional de
absor¢ao, e distante do pico de absor¢do do lipideo, poderia ser visualizado,
além de ser possivel a analise por fluorescéncia intrinseca.

Para ensaios futuros de teste de encapsulacdo em lipossomas de
peptideos derivados de ParE, uma maneira de melhorar a analise seria
derivatizar os peptideos previamente a encapsulagdo com um fluoréforo, como
isotiocianato de fluoresceina ou carboxifluoresceina. Desta forma, no espectro
de absorcéo ter-se-ia um pico de absorgcédo adicional, e distante do pico de
absorcao do lipideo, referente ao fluor6foro. Além disso, a encapsulacédo
poderia ser analisada em ensaios de fluorescéncia extrinseca, explorando a
emissao do fluoréforo agora unido covalentemente ao peptideo.

Uma vez observada a possibilidade da encapsulacao de peptideos
derivados de ParE em lipossomas, realizou-se os primeiros testes de inibicdo
de crescimento bacteriano. Bactérias da linhagem de E. coli K-100 foram
colocadas para crescer, em microplacas, na presenca de cada um dos
peptideos encapsulados. A absorbancia da cultura a 595 nm, ao final de 18h de

crescimento, foi medida com auxilio de um leitor de microplacas.
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Figura 37. Analise da encapsulagao dos peptideos EcParE3 e EcParE8 em
lipossomas. Foi realizado uma varredura espectrofotométrica das amostras de

EcParE3 (A) e EcParE8 (B) encapsulados e de lipossomas vazios, todos em

metanol.
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Figura 38. Analise da encapsulagao dos peptideos EcParE10 e EcParE12
em lipossomas. Foi realizado uma varredura espectrofotométrica das
amostras de EcParE10 (A) e EcParE12 (B) encapsulados e de lipossomas

vazios, todos em metanol.
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De acordo com a Figura 39, uma pequena inibicdo no crescimento das
bactérias foi observada nas culturas que tinham a presenca dos peptideos
encapsulados. Neste contexto, algumas inferéncias podem ser realizadas
quanto a reduzida inibigao de crescimento observada. Primeiro, € possivel que
a concentragao de peptideo esteja abaixo do necessario. Neste caso, o ideal
seria trabalhar com o maximo de encapsulagcdo de moléculas peptidicas por
micela. Para isso, ensaios futuros serdo necessarios para se observar qual
seria esta concentragédo ideal no momento do preparo dos lipossomas, para
uma quantidade fixa de lipideo, para que se saturem as micelas e, assim, se
purifique lipossomas com maximo de encapsulagdo por micela. Um segundo
quesito importante € que, diferentemente de células eucaribticas, a presenca
da parede celular em células procarioticas pode prejudicar eventos de fusdo de
membranas, processo extremamente favoravel ao transporte de drogas quando
se trabalha com moléculas relativamente grandes. Desta forma, trabalhos
adicionais sobre a eficiéncia de encapsulagado sdo necessarios. Aléem disso,
estudos sobre o transporte dos peptideos para o interior das células devem ser
iniciados, afim de melhor avaliar a viabilidade do uso de lipossomas para este

fim, principalmente quando o alvo sado células procariéticas.
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Figura 39. Teste de sensibilidade microbiana dos peptideos encapsulados.

Bactérias da linhagem de E. coli foram colocadas para crescer em microplacas, na
presenca de cada um dos peptideos encapsulados. A absorbancia a 595 nm, apés
18h de crescimento, foi medida com auxilio de um leitor de microplacas. 1 — lipossoma

vazio. 2 a 5 — ParE3, ParE8, ParE10 e ParE12 encapsulados, respectivamente .
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Ainda no ambito de permeabilidade celular, outras estratégias podem
ser testadas futuramente para aumentar a permeabilidade celular dos
peptideos bioativos, como é o caso da adigdao de sequéncias CPPs (cell
penetrating peptides). Estudos a partir de proteinas que foram observadas ter a
propriedade de atravessar membrana, como € o caso da proteina Tat de HIV
(FRANKEL e PABO, 1988; GREEN e LOEWENSTEIN, 1988), culminaram no
descobrimento de uma sequéncia de aminoacidos de 10 a 16 residuos que
seria responsavel pela permeabilidade da proteina. A partir disso, varios
estudos empiricos e por bioinformatica levaram a publicacdo de varias
sequéncias que poderiam atuar como moléculas carreadoras (VIVES et al.,
2008). Estas moléculas passaram a ser chamadas genericamente de Cell
Penetrating Peptides (CPPs). Entretanto, tem sido documentado que
estratégias empregando CPPs apresentam perda de especificidade em ensaios
in vivo (VIVES et al., 2008). Além disso, peptideos lineares sdo mais
vulneraveis no interior do corpo, sendo facilmente degradados por proteases.

Recentemente, foram publicados trabalhos mostrando a capacidade de
ciclotideos (ou miniproteinas) de atravessar membrana plasmatica
(GREENWOOD et al., 2007). Desta forma, estas moléculas sdo a mais nova
promessa como moléculas suporte (molecular scaffold) em processos de
permeabilidade celular (JAGADISH e CAMARERO, 2010; DALY et al., 2009). A
este novo grupo de moléculas carreadoras foi cunhado o termo CCPPs (Cyclic
Cell Penetrating Peptides). Os cliclotideos possuem as vantagens de serem
extremamente estaveis devido a estrutura rigida mantida por pontes dissulfeto
e sao muito mais resistentes a proteases que peptideos lineares. Além disso,
os ciclotideos possuem alta plasticidade, ou seja, sdo muito resistentes a
alteragdes estruturais, desde que conservadas as pontes dissulfeto
(JAGADISH e CAMARERO, 2010; DALY et al., 2009).

A Figura 40A ilustra aplicagbes, ainda hipotéticas, desta nova
abordagem, utilizando os cliclotideos como frameworks. Recentemente
(CASCALES et al.,, 2011) também foi documentado a capacidade de um
peptideo ciclico (SFTI-1, Figura 40B), de estrutura diferente e bem menor que

um ciclotideo, de atravessar membrana.
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Figura 40. Representagcées esquematicas de ciclotideos. (A)
Representacdo esquematica de substituigbes moleculares por epitopos, em
trés ciclotideos diferentes. Figura obtida de DALY et al., 2009. (B)
Representacédo da sequéncia e da estrutura do peptideo SFTI-1. Figura obtida
de CASCALES et al., 2011.

77



Diante de todo o exposto, fica clara a possibilidade dos peptideos
derivados de ParE de constituirem uma classe importante de moléculas
bioativas dentro deste emergente cenario que é o da terapia baseada em
proteinas e peptideos. O que resta é estudar uma estratégia eficaz (uso de
lipossomas, CPPs, CCPPs ou reengenharia das moléculas) para otimizar a
permeabilidade celular dos mesmos, seja em células procariéticas para
confeccdo de antimicrobianos, ou para células eucaridticas no sentido de

elucidacdo de novas moléculas anticancer.
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5. Lonclusoes



> Utilizando modelagem molecular por homologia, um modelo
tridimensional para toxina ParE de E. coli foi obtido e validado. Predi¢cbes de
estrutura secundaria corroboraram o envolvimento dos aminoacidos envolvidos

na formacao das estruturas secundarias inferidas na modelagem;

> Tomando como base dados estruturais inferidos a partir do modelo da
estrutura tridimensional de ParE, 12 peptideos foram racionalmente
desenhados e sintetizados. Os processos de purificagdo e caracterizagédo
ocorreram sem maiores problemas, exceto pelo fato de a maioria dos

peptideos apresentarem baixa solubilidade em agua.

> Os ensaios de inibicdo da atividade de superenovelamento da DNA
girase e de inibicdo da atividade de relaxamento da topoisomerase |V,
indicaram que os peptideos ParE3 (ParE 80-100), ParE8 (ParE 61-105),
ParE10 (ParE 61-87) e ParE12 (ParE 61-79) atuam como bons inibidores de

ambas enzimas.

> Os resultados obtidos focando a regido C-terminal de ParE na obtencao
de peptideos sintéticos, confirmam o envolvimento desta por¢ao da proteina no
processo de interagdo com a DNA girase. Estes dados somados a analise de
alinhamento multiplo de seqiéncias primarias de ParE de varias espécies de
bactérias permite propor trés aminoacidos que podem ser cruciais na interagao
ParE — DNA girase: H88, M91 e HG69.

> Estudos iniciais de inibicdo da topoisomerase Il humana sugerem a
possibilidade dos peptideos derivados de ParE também poderem ser utilizados

no desenvolvimento de novas moléculas anticancer.

> Ensaios de fluorescéncia intrinseca e anisotropia de fluorescéncia,
empregando peptideos sintéticos derivados de ParE, evidenciaram que o
processo de inibicdo da atividade da DNA girase pela toxina ParE deve ocorrer

por interacdo com a subunidade GyrA da enzima.
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> Estudos iniciais mostraram que é possivel promover a encapsulagao dos

peptideos derivados de ParE em lipossomas de fosfatidil colina de soja.

> Testes de crescimento bacteriano, utilizando linhagem de E. coli, na
presenca de peptideos derivados de ParE encapsulados em lipossomas,

mostraram, embora reduzida, inibicdo de crescimento das bactérias.

> Os primeiros experimentos de encapsulagcdo de peptideos e de
crescimento microbiano mostraram a necessidade de testes futuros sobre
eficiéncia de encapsulacao dos peptideos, além da necessidade de um estudo
mais detalhado da permeabilidade da membrana aos peptideos livres ou

encapsulados em lipossomas.

> Ainda no ambito da permeabilidade celular, tanto para células
eucaridticas quanto procaridticas, necessita-se testar outras estratégias
disponiveis na literatura para maximizar a permeabilidade de membrana dos
peptideos derivados de ParE, como é o caso da adigdo de sequéncias CPPs,

insergao em ciclotideos ou mesmo a reengenharia das moléculas.
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