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RESUMO

YacG é uma pequena proteina (65 residuos de aminoacidos) ligada ao zinco
codificada pelo gene yacG de Escherichia coli. Seu papel fisiologico ndo esta bem
caracterizado, porém acredita-se que ela exerca acéo inibitéria sobre a atividade
catalitica da DNA girase, enzima responsavel por alteracbes no estado topolégico do
DNA bacteriano.

Com base nas informacdes da estrutura primaria desta proteina, uma série
constituida de oito sequéncias peptidicas foram projetadas e sintetizadas pela
metodologia da fase solida, objetivando-se avaliar e melhor entender o efeito da
coordenacao do ion zinco no seu mecanismo de acdo. As sequéncias foram projetadas
de maneira a resultar em uma substituicdo parcial ou integral dos residuos de cisteina
da sequéncia nativa da YacG, por residuos de serina, além da variacdo da carga
efetiva da molécula, por amidacdo ou acetilacdo das extremidades C e N terminais,
respectivamente.

Os peptideos obtidos e purificados foram ensaiados quanto a estequiometria
de coordenacdo empregando titulacdo com ion cobalto, bem como na capacidade
inibitoria frente & DNA girase, empregando eletroforese em gel de agarose. YacGAG4,
inibiu a atividade de superenovelamento do DNA, catalisada pela girase, somente na
auséncia de fons zinco em concentragbes inferiores a 120 pmol.L". Os demais
peptideos ndo apresentaram capacidade inibitéria, tanto na presenca quanto na
auséncia de zinco. Ensaios de susceptibilidade bacteriana, empregando algumas
espécies de bactérias da familia Enterobacteriaceae, confirmaram os resultados in
vitro,com excecdo das sequéncias YacGAG1l-AC e YacGAG2-AC que mostraram
inibigdo no crescimento bacteriano, sem porém resultarem em atividade in vitro.

Com base nos resultados obtidos, é possivel concluir que o dominio estrutural
relacionado a coordenac¢do do zinco, bem como a presenca do proprio ion, ndo
demonstram importancia significativa na atividade de inibicdo da DNA girase. Neste
caso, a atividade de inibicAdo proposta recentemente, deve estar relacionada com
qualquer outra regido da molécula protéica, organizada estruturalmente quando o ion

zinco encontra-se ligado ao seu sitio de ligacao.



ABSTRACT

YacG is a small protein (65 amino acid residues) bounded to zinc and encoded
by the Escherichia coli yacG gene. Its physiological role is not well characterized, but it
is believed that YacG is an inhibitor of the catalytic activity of DNA gyrase, an enzyme
responsible for changes in the topological state of bacterial DNA.

Based on information from the primary structure of this protein, a series of eight
peptide sequences were designed and synthesized by solid phase methodology, aiming
to evaluate and better understand the effect of zinc coordination of in their mechanism
of action. The sequences were designed so as to result in a partial or full replacement of
the cysteine residues of the native YacG sequence by serine residues and to change
the effective charge of the molecule by amidation or acetylation of C and N terminal
ends, respectively.

The obtained peptides were purified and tested by titration with cobalt ion
(coordination stoichiometry), as well as by inhibitory effect against the DNA gyrase,
using agarose gel electrophoresis. YacGAG4 inhibited DNA supercoiling activity
catalyzed by gyrase only in the zinc ions absence at concentrations below of 120
umol.LY. The other peptides showed no inhibitory effect in both the presence and
absence of zinc. Bacterial susceptibility tests, using some species of bacteria of the
Enterobacteriaceae, confirmed in vitro results, with the exception of the sequences
YacGAG1-AC and YacGAG2-AC that showed inhibition of bacterial growth, but no in
vitro activity.

Based on these results, we conclude that the structural matters related to the
coordination of zinc as well as the presence of this ion, showed no significant
importance in the activity of DNA gyrase inhibition. In this case, the inhibition of activity
recently proposed, should be linked to any other region of the protein molecule,

structurally organized when the zinc ion is bound to its binding site.
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1. INTRODUCAO

A resisténcia bacteriana aos antibioticos tem sido considerada uma ameaca a
saude dos seres humanos e vém atingindo indices cada vez mais elevados. Por mais
de cinco décadas o problema de como conter a resisténcia aos antimicrobianos tem
preocupado as autoridades politicas e membros da comunidade académica, o que néao
€ surpreendente uma vez que a resisténcia aos antimicrobianos tornou-se um problema
de saude publica em todo o mundo (HARBATH & SAMORE, 2005).

Pontos de vista pessimistas sobre as poucas chances de sucesso no bloqueio
do desenvolvimento da resisténcia aos antimicrobianos tém sido constantemente
relatados (LIVERMORE, 2004). Uma situacdo fundamental € que os antimicrobianos
Sa0 recursos nao-renovaveis, ou seja, quando se tornam ineficazes, tendem a ser
descartados. A duracdo do seu efeito benéfico e disponibilidade parece limitado, em
nivel bioldgico, uma restricdo ndo observada em terapias para outras condi¢cdes de
doenca.

Estratégias e tentativas de combater a resisténcia, bem como os fatores que a
desencadeia tém sido discutidas até entdo. Os fatores que levam a resisténcia
microbiana sdo numerosos e diversificados. O diagndstico incorreto tanto clinico quanto
laboratorial € um dos principais. A falta de métodos precisos nestes diagndsticos,
consequentemente leva a prescricdo inadequada e ao abuso no uso de
antimicrobianos, elevando assim a pressao seletiva aplicada e o aumento de micro-
organismos resistentes, resultando em dificuldades no tratamento das infeccbes
(FISCHER et al., 2004; NUERMBERGER & BISHAI, 2004).

Dentre os outros fatores associados a resisténcia estd o0 aumento no numero de
pacientes imunocomprometidos e a suscetibilidade de pessoas idosas a adquirirem
infeccbes microbianas. Somam-se a estes, novos tratamentos e tecnologias que
podem criar novas doencas infecciosas e eliminar outras existentes, a exemplo da
quimioterapia utilizada no tratamento do cancer ao qual leva a novos tipos de
hospedeiros suscetiveis e a novas doencas infecciosas, estimulando indiretamente a
disseminacdo de organismos resistentes dentro de hospitais. Juntamente com esta
disseminacéo, praticas ruins de controle de infeccdo aplicadas nestes ambientes
contribuem ainda mais para tal efeito. A transferéncia de pacientes infectados entre
hospitais e outras localidades, agravam ainda mais este quadro, pois estes pacientes
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podem hospedar organismos resistentes ao qual poderdo ser disseminados.
(HARBATH & SAMORE, 2005).

Diante de tal problema é necessario, a busca por alternativas na tentativa de
diminuir a taxa de resisténcia, e um dos meios mais promissores € cessar 0 uso de
antimicrobianos em pacientes que nao apresentam infeccdo bacteriana, bem como
campanhas de conscientiza¢cdo sobre o uso dos mesmos, além da busca por novas
tecnologias de controle de infeccdo e desenvolvimento de novos compostos que
possam atuar como novos farmacos a serem utilizados no combate a doencas
infecciosas, especialmente aqueles que sejam capazes de lidar com as estratégias de
adaptacdo dos micro-organismos (CHASTRE et al, 2003), (COUTURIER et al., 1998,
LOHNER & STAUDEGGER, 2001).

Para se desenvolver farmacos mais eficazes, € preciso a elucidacao da estrutura
molecular, ciclo bioquimico e mecanismo de acdo destes micro-organismos. A partir
destes conhecimentos torna-se mais facil a busca de novos alvos moleculares, tais
COMO enzimas e outros, que possam interagir com novos farmacos, a fim de cessar o
crescimento e proliferacéo.

Peptideos ou pequenas proteinas com atividade antimicrobiana sdo produzidos
por plantas, animais (vertebrados e invertebrados) e microrganismos (fungos e
bactérias), como uma estratégia de protecao e atualmente estdo sendo utilizados como
modelos para o desenho de novos farmacos com aplicagcbes na area da saude
(TROVATTI et al., 2008).

Algumas proteinas bacterianas com funcbes reconhecidas, incluindo Gyrl
(NAKANISHI et al., 1998), Murl (SENGUPTA et al., 2006), MccB17 (HEDDLE et al.,
2001) e CcdB (COUTURIER et al., 1998), tem sido identificadas como sendo inibidores
de DNA girase, enzima responsavel pela manutencéo da topologia do DNA bacteriano.
Por outro lado, diversas proteinas microbianas, cujos respectivos genes ja foram
codificados, a exemplo da proteina YacG de E. coli, permanecem ainda com
atribuicoes funcionais desconhecidas (MERLIN et al., 2002).

Embora YacG nado tenha uma funcédo celular muito bem caracterizada, uma
atividade inibitoria sobre a DNA girase bacteriana foi recentemente atribuida a esta
pequena proteina, por SENGUPTA e NAGAJARA (2008), o que motivou a execugao

do presente trabalho.
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1.1. DNA Girase

A enzima bacteriana DNA Girase (E.C 5.99.1.3) descoberta por GELLERT e
colaboradores em 1976, em Escherichia coli, é uma enzima da classe de
Topoisomerases tipo Il, as quais sd0 essenciais para 0 crescimento celular e
responsavel pela manutengcdo da topologia do DNA. As topoisomerases sdo capazes
de relaxar o superenovelamento negativo do DNA, facilitando assim os processos de
replicacdo e traducdo. 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 hidrolise do ATP (REECE & MAXWELL 1991). Capacidade esta que a
torna distinta das outras topoisomerases.

Em termos moleculares DNA girase € composta por duas subunidades proté€icas
GyrA e GyrB (Figura 1) codificadas pelo gene gyrA e gyrB respectivamente. Essas
duas subunidades quando juntas formam um heterotetramero A,B, constituindo assim
a sua forma ativa (WIGLEY, 1995; MAXWELL, 1993).

GyrA (97 kDa) Clivagem proteolitic

1 122 571 875

L//’fﬂﬂL—__—g4kDa 33 kDa |

N - C
DNA (quebra-reuni&o)
>« >
, Interacdo DNA-proteina
Interacdo com quinolonas e CcdB
GyrB (90 kDa) Clivagem pfteolmca
220
1 | 394 804
~ 19kDa

24 kDs¢ ¢
N \ 47 kD C

Interagao col :
cumarinas > 43 kDa

<
<

>« >
Interagdo com ATP Interacdo com GyrA e DNA

Figura 1. Diagramas esquematicos das estruturas de GyrA e GyrB
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A subunidade GyrA tem uma massa molecular de 97 kDa, e € constituida por
dois fragmentos, sendo um dominio amino-terminal de 64 kDa responsavel pela quebra
e unido das fitas do DNA e por interacdo com quinolonas e outro, carboxi-terminal, de
33 kDa responsavel pela interacdo 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 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 interacdo com GyrA e o DNA (WIGLEY, et al.,
1991; AL, et al., 1993). 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 (ALlI, et al., 1993).

Todas as reacgOes catalisadas pelas topoisomerases envolvem a ligagcdo da
proteina ao DNA, clivagem do DNA, a passagem das fitas, religacao da fita de DNA
clivada, e em muitos casos a hidrolise 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 reacao de superenrolamento do DNA requer, além de ATP, um cétion bivalente, tal
como o Mg?*, e é estimulada pela presenca de espermidina (GELLERT, et al., 1976).

No superenrolamento, 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 religacdo das fitas do DNA. Para que esse processo ocorra,
inicialmente a DNA girase liga-se a um segmento de DNA, de aproximadamente 130
bp, envolvendo-o ao redor do tetramero e formando nele uma super-hélice positiva
(Figura 2a). A seguir, ocorre a ligacdo de uma molécula de ATP a subunidade GyrB. O
ATP produz entdo mudancgas conformacionais na enzima, que sofre uma rotacédo. GyrB
dimeriza e captura um segmento desse 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 é denominado complexo clivavel e nele o DNA esta covalentemente ligado a
enzima por uma ligacéo entre a terminacdo 5’ do DNA clivado e o residuo de tirosina
122 da GyrA. O segmento T € transportado através da abertura produzida no

segmento G (Figura 2c e 2d), que depois desta passagem tem suas fitas religadas
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(Figura 2e). O segmento T € entdo liberado da enzima por uma abertura transitoria na
GyrA. Com o religamento do DNA clivado, duas super-hélices negativas sé&o
introduzidas na molécula. O retorno da enzima a sua conformacao original € promovido
pela hidrélise da molécula de ATP (ROCA & WANG, 1992; SMITH & MAXWELL, 1998).

Figura 2. Mecanismo de acao da DNA Girase
(Fonte: Marchetto R., 2006)
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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 Gnica de catalisar a introdugdo de voltas helicoidais
negativas no DNA circular e aliviar o superenrolamento do DNA, a DNA girase catalisa
outras reacOes 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) topol6gico de uma Unica
molécula de DNA duplex circular (LIU, et al., 1980).

Figura 3. Outras reacOes catalisadas pela DNA girase: a) DNA catenation e

decatenation; b) DNA knotting e unknotting.

Devido a estas reagfes e a natureza indispensavel da girase para as células
bacterianas e a auséncia aparente de atividade em eucariotos faz da DNA girase um
alvo ideal para a acao 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 dos antimicrobinanos quinolonas (A) e coumarina (B).
Fonte: HEDDLE et al, 2000

O uso de antimicrobianos quinolénicos ou cumarinicos contra infeccdes
bacterianas tem se mostrado muito eficaz, embora nos ultimos anos o numero de
organismos resistentes a estas classes tem emergido devido a muta¢gdes encontradas
na DNA girase e Topoisomerase IV, como forma de barrar a acdo destes
antimicrobianos através da substituicdo dos aminoacidos envolvidos na interacdo com
estas drogas (EVERETT & PIDDOCK, 1998).

26



Embora a maioria dos compostos conhecidos cujo alvo seja a DNA girase,
pertenca a classe das quinolonas e cumarinas, existe um numero crescente de
inibidores desta enzima que néo estao classificados nestes dois grupos, especialmente
proteinas de origem bacteriana, tais como as toxinas CcdB e ParE e a recém

caracterizada proteina de E. coli YacG.

1.2. A Proteina YacG

YacG € uma pequena proteina bacteriana constituida de 65 residuos de
aminoacidos (7,3 kDa), codificada pelo gene yacG de Escherichia coli. Foi descrito
recentemente que YacG € um membro da rede interactoma da DNA girase
(SENGUPTA & NAGAJARA, 2008), que inibe a agcdo da enzima ligando-se a
subunidade GyrB, impedindo a formag¢ao do complexo enzima-DNA, prevenindo assim
sua atividade. O mais importante € que ela protege a enzima contra os efeitos
citotoxicos de outros inibidores da girase, como a ciprofloxacina, novobiocina,
microcina B17 e CcdB. Como YacG e seus homélogos sdo encontrados apenas em
proteobactérias, acredita-se que a acdo da YacG parece ser uma estratégia de defesa
desenvolvida por bactérias gram-negativas para lutar contra a segmentacdo da girase
por agentes citotoxicos. GyrB, somente de organismos gram-negativos possui um
segmento extra de 165 residuos de aminoacidos, indispenséveis para a ligagdo do
DNA. Experimentos bioquimicos com GyrB truncada, faltando este segmento extra
revelaram a importancia desse segmento para a interacdo com YacG (SENGUPTA, S.,
2010). Topoisomerase IV de E. coli também é resistente & inibicdo mediada por YacG,
provavelmente devido a auséncia do segmento extra na subunidade ParE, ja que o
restante é muito semelhante a GyrB. Além disso, homdlogos de YacG de outras
proteobactérias (Sinorhizobium meliloti e Haemophilus influenzae, compartilham 35% e
63% de identidade com YacG de E. coli, respectivamente) também inibem a DNA
girase de E. coli, em niveis comparaveis. YacG surge assim como um inibidor
especifico da DNA girase de proteobactérias. A ocorréncia de ambos YacG e o
segmento de girase extra somente em proteobactérias, sugerem co-evolucado de

parceiros que interagem neste tipo de bactéria.
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Estudos estruturais, realizados pela técnica de Ressonancia Magnética
Nuclear (RAMELOT et al., 2002), revelaram que YacG consiste de uma Unica a-hélice
(residuos 30 — 37) conectada por um loop de 12 residuos de aminoacidos com duas
estruturas B (residuos 6 — 9 e 14 — 17). Coordenado por quatro cisteinas localizadas
entre as duas estruturas 3, imediatamente antes (Cys-9 e Cys-12) e na parte N-

terminal da a-hélice (Cys-28 e Cys-32), encontra-se um ion zinco (Figura 5).

Figura 5. Diagrama de fitas representativa da estrutura da YacG.
(Fonte: RAMELOT et al., 2002)

Com base nos dados obtidos a partir de sua estrutura, uma pesquisa utilizando
DALI server (programa que compara estruturas de proteinas por alinhamento e
distancia de matrizes), ndo revelou qualquer similaridade estrutural da YacG com
outras proteinas. Entretanto, YacG apresenta similaridade com a por¢do N-terminal da
proteina zinc-finger GATA-1 (fator de transcricdo), além de outras de mesma natureza,
caracterizadas pela presenca de dominios estruturais que coordenam ions zinco

atraveés de seus residuos de cisteina ou de histidina (RAMELOT et al., 2002).

1.3. Zinc Fingers

A estrutura de pequenos dominios proteicos é geralmente estabilizada pela

formacdo de pontes dissulfeto ou pela interacdo com ions metalicos, sendo mais
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comum, a interacdo com o zinco. A ligagdo deste metal aumenta a estabilidade térmica
e conformacional destes pequenos dominios, mas ndo esta diretamente envolvido na
sua funcédo. Entre tais dominios, indiscutivelmente o mais bem estudado é o
denominado C2H2 zinc finger. Inicialmente usado para definir um dominio repetitivo de
ligagdo do ion zinco com propriedades de ligagdo com o DNA no fator de transcrigdo
IIIA em Xenopus, o termo “zinc finger” € agora usado para identificar qualquer dominio
estabilizado por um ion zinco (KLUG & SCHWABE, 1995).

Estes dominios estdo presentes em diversas proteinas e participa dos mais
variados processos celulares, tais como replicagcdo e reparo, transcricdo, traducéo,
metabolismo, sinalizacdo, proliferacdo celular e apoptose. Os zinc fingers séao
funcionalmente mais diversos que outros dominios maiores, pois interagem com uma
diversidade de biomoléculas, e estdo envolvidos nas ligacbes com acidos nucléicos,
interagbes com proteinas, ligagdo com lipidios e envolvidos como co-fatores em
processos enzimaticos (KRISHNA et al., 2003).

Os zinc fingers apareceram durante a evolugdo dos eucariotos, possivelmente
como forma de regulacdo da homeostase intracelular de zinco. (BERG & SUN,1996,
CLARKE & BERG, 1998). Andlise gendmica mostra que a propor¢do de seqiiéncias de
zinc fingers codificadas aumenta com a complexidade do genoma e pode ser tdo alta
guanto 1% do genoma de mamiferos. (MACKAY & CROSSLEY, 1998).

Vérias tentativas foram feitas para classificar os sitios de ligacdo de zinco nas
proteinas, com base na geometria e no tipo de ligante que liga o zinco (ALBERTS et
al., 1998). Mais recentemente, as propriedades estruturais da vizinhanca do sitio de
ligacdo deste ion foi considerada neste tipo de classificacdo, de modo que cada
estrutura zinc finger disponivel, pode ser inserida em um dos oito grupos de dobras
definidos de acordo com a estrutura molecular do dominio e do nimero de ligantes do
ion zinco (KRISHMA et al., 2003).

Trés destes grupos, o C2H2-like finger, o zinc ribbon e o Treble clef finger,

compreendem a maioria dos zinc fingers.

C2H2-like finger
Os dominios deste grupo sao compostos de um B-hairpin seguido por uma a-hélice

que formam unidades BBa de giro a esquerda. Dois ligantes de zinco localizados no

final da B-hairpin e outros dois na regido C-terminal da a-hélice contribui para formar
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uma juncéo de zinco (Figura 6). Este grupo constitui-se de duas familias: C2H2 fingers
e dominios IAP (KRISHNA et al., 2003).

Figura 6 . Representacao estrutural da dobra C2H2-like fingers.
Fonte: KRISHNA et al., 2003.

Os membros da familia dos C2H2 fingers (zinc fingers classicos) séao
representados pelo fator de transcri¢do IlIA, ao qual reconhece sequéncias especificas
de DNA. S&o tipicamente compostos por repetidas sequéncias de aminoacidos,
aproximadamente 28 a 30, incluindo dois residuos conservados de cisteina e dois
residuos conservados de histidina. Outras combina¢gfes de Cys/His como residuos
quelantes de zinco sé@o possiveis.

Os dominios IAP séo os inibidores de apoptose. Estes contém coordenando o
ion zinco trés residuos de cisteina e um residuo de histidina (CCHC). Sao encontrados
regulando a morte celular programada pela inibicdo de caspases. O local de ligacdo do
zinco em IAP é estruturalmente semelhante ao dos classicos C2H2 fingers (KRISHNA
et al., 2003).

Zinc ribbon
Neste grupo os ligantes para o zinco séo fornecidos através de duas juntas. O
nacleo da estrutura € composto por duas B-hairpin formando dois sub-sitios de ligacdo

do zinco estruturalmente semelhantes. Um desses hairpins € chamado de B-hairpin
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primario (em roxo na Figura 7) e contém o sub-sitio de zinco N-terminal no classico zinc
ribbon, tal qual o fator de transcricdo de alongamento Sll (Figura 7). O outro B-hairpin
(secundario — amarelo Figura 7) contém o sub-sitio de zinco C-terminal tipico em zinc
ribbons classicos. Tipicamente, uma estrutura B forma ligagdes de hidrogénio com a -
hairpin secundaria, de modo que a maioria dos dominios denominados zinc ribbon

contém trés folhas B antiparalelas em sua estrutura (KRISHNA et al., 2003).

Figura 7 . Estrutura molecular dos dominios Zinc ribbon.
Fonte: KRISHNA et al., 2003.

Treble clef finger

Os membros deste grupo consistem estruturalmente de uma B-hairpin na porcao
N-terminal e uma a-hélice na porcédo C-terminal que contribuem com dois ligantes cada
para a ligacdo do zinco. Treble clef fingers estdo presentes em diversos grupos de
proteinas que frequentemente ndao compartilham similaridade funcional com outras.
Séo divididos em diversas familias (10 no total), sendo que uma especialmente foi
criada para inclusdo da proteina YacG, ja que dois de seus ligantes de zinco sao
oriundos de uma juncdo de estruturas B e os outros dois da primeira volta de uma
pequena hélice (Figura 5).

Envolvidos em muitos processos celulares fundamentais, os diferentes grupos
de zinc-fingers descritos interagem com outras moléculas biolégicas tais como
proteinas, DNA e RNA e lipidios. As interacbes do tipo proteina-DNA, envolvem o0s
dominios dos grupos C2H2-like e treble clef. Estas interacbes sdo realizadas pela
cadeia lateral dos residuos de aminoacidos das a-hélices, que se ligam a molécula de
DNA.
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Os zinc fingers que interagem com RNA sao encontrados entre os membros dos
treble clef finger e zinc ribbon. As proteinas ribossomais contém estes dois dominios,
gue interagem com a molécula de RNA. A a-hélice destes zinc-fingers, assim como na
interacdo com DNA, sdo responsaveis pelo processo.

Interacdes do tipo proteina-proteina, muitas vezes requerem a dimerizacado dos
zinc-fingers. Tanto as estruturas B quanto as a-hélices participam desta interacao.
Dentre os diversos grupos de zinc-fingers, os treble clef fingers, também sé&o
responsaveis por interagir com proteinas (KRISHNA et al., 2003).

A proteina bacteriana YacG, que constitui este grupo, aparentemente exibe este
mecanismo de interacdo, onde o dominio zinc finger deve interagir com um segmento
extra da subunidade GyrB da DNA girase bacteriana, dificultando a ligacdo desta
subunidade com o DNA, inativando a atividade enzimatica. Neste sentido, para
comprovar esta hipotese e posteriormente somar dados que possibilitem o
desenvolvimento de estruturas baseadas na molécula de YacG, com capacidade
antimicrobiana e menor susceptibilidade a resisténcia bacteriana, fragmentos
peptidicos contendo o dominio zinc finger da YacG, foram sintetizados quimicamente e

avaliados quanto a importancia na interagdo com DNA girase.

1.4. Sintese quimica de peptideos

A sintese quimica de peptideos poderia ser explicada, de maneira bastante
simplificada, como a formacéo quimica e repetida de ligagcbes amida com a finalidade
de conectar funcbes amina e carboxilica de L-a-aminoacidos adjacentes (Figura 8).
Mais precisamente é assim denominada porque utiliza um reagente quimico para ativar
0 grupo carboxilico de um N%acil-aminoacido ou de um N%acil-fragmento peptidico
(RCOOH, componente carboxilico, doador de acila ou agente acilante). Este
componente ativado sofre o ataque nucleofilico do grupo a-amino de outro aminoacido
ou fragmento peptidico C“-bloqueados (H.N-R1, componente aminico, receptor de acila
ou agente nucleofilico) resultando na formacdo da ligacdo peptidica entre eles
(RCONHR1). Neste caso, os grupos funcionais reativos que nao estdo diretamente
envolvidos na formacao da ligacdo peptidica devem estar previamente protegidos ou
bloqueados. Assim, a sintese torna-se mais controlada em relacéo a possivel formacéo
de subprodutos, (MACHADO, et al., 2004).
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Os métodos de sintese quimica de peptideos se dividem em duas categorias:
linear e convergente. A sintese linear se baseia no crescimento seqiiencial, aminoacido
apos aminoacido, da cadeia peptidica. Este crescimento se realiza, ao contrario do que
ocorre nos ribossomos, desde a extremidade C-terminal para N-terminal, para evitar a
perda de quiralidade do residuo associado ao grupo carboxilico que se acopla. Na
estratégia convergente, as unidades que participam ndo sdo aminoacidos protegidos,
mas peptideos igualmente protegidos (ALBERICIO et al., 1997) A etapa final de
eliminacdo dos grupos protetores € comum a ambas estratégias.

Nas duas categorias, a sintese pode ocorrer tanto em solucdo (sintese classica)
como na presenca de um suporte polimérico (sintese em fase soélida; SPFS).

o) 0O

o
R+ — R%X+ HN-R' —— R— ;

N—R
OH H
Figura 8. Representacao geral da formacao de uma ligagdo amida

Classicamente e desde os trabalhos pioneiros de Fischer (FISCHER &
FOURNEAU, 1901) e CURTIUS (1902), todo processo associado a sintese de um
peptideo ocorria em solucdo. Ha mais de quatro décadas, uma inovadora metodologia
para a sintese de peptideos foi apresentada & comunidade cientifica por Bruce
Merrifield. Tal metodologia veio revolucionar a sintese organica por suas caracteristicas
peculiares, uma vez que abandonou a tradicional rotina, propria da sintese em solucéo,
e introduziu o uso de polimeros insolaveis como suporte. Este método, denominado
sintese de peptideos em fase sdlida (SPFS), que em principio foi aplicado
exclusivamente a estratégia sequencial, tem como base o fato do grupo carboxilico C-
terminal se encontrar unido covalentemente ao polimero e, portanto, 0 componente que
contém esta extremidade € 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 filtragdo 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
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etapas, rendimentos elevados. As vantagens adicionais sdo que se minimizam as
perdas por manipulacdo e que todo processo sintético pode ser automatizado.
Genericamente, pode-se descrever um suporte solido como sendo uma estrutura
complexa, a qual & formada por polimeros retilineos compostos por unidades
monomeéricas constantes, formando uma espécie de rede. Os feixes desta séo
interligados transversalmente através de um mondémero bi-funcional (ligacdes
cruzadas, cross-linking) formando, na maioria delas, uma esfera (grdo), de tamanho
padronizado (Figura 9a). Em intervalos mais ou menos regulares surgem estruturas
quimicas diferenciadas (ligantes, linkers), constituidas por moléculas contendo

diferentes grupos funcionais (Figura 9b).

(@)

-CH—CH3-CH—CH>-CH—CHy—-

555

Grao Feixe Matriz

(b)

Figura 9. Visualizacdo progressiva de uma resina, a partir de uma unidade macroscépica 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).
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Os suportes que conduzem aos melhores resultados para a sintese de
peptideos estdo muito longe de serem estéticos e as reagdes quimicas em fase sdlida
nao ocorrem exclusivamente na superficie do suporte. Pelo contrario, as reacdes
ocorrem preferencialmente naqueles filamentos do polimero que sdo moveis, se
encontram bem solvatados e sdo acessiveis aos reagentes quimicos (MARCHETTO et
al.,1992). Os suportes que reunem estas caracteristicas permitem que as reacdes
quimicas ocorram com velocidades muito préximas, embora nao iguais, as que
ocorrem em solucéo.

Desde os trabalhos iniciais de Merrifield, o suporte mais utilizado é um polimero
microporoso de estireno (PS), que contém 1% de p-divinilbenzeno (DVB) como cross-
linker (Figura 9a). Enquanto os gréos de poliestireno secos apresentam um diametro de
aproximadamente 50 um, na presenca dos solventes ou sistemas de solventes mais
comuns utilizados na sintese de peptideos, costumam aumentar de 2 a 6 vezes 0 seu
volume inicial (MARCHETTO et al., 1992). Desta forma é possivel conseguir que todos
os ligantes, que estdo no interior da rede polimérica figuem expostos e, portanto
acessiveis aos diferentes solventes e reagentes utilizados na sintese.

A metodologia da fase sélida em sua estratégia seqiencial 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 € a unido de dois fragmentos de peptideos de tamanhos
variados, seja totalmente em fase sélida ou em solucdo, ou mediante uma combinacao
de ambas: sintese dos peptideos protegidos em fase sélida, e posterior acoplamento
dos mesmos em solucéo.

Como ja citado, a formacédo controlada de qualquer ligacdo peptidica requer
que todos os grupos funcionais presentes nas moléculas, exceto os dois que vao
participar da formacao da ligagédo, estejam protegidos. Uma vez formada a ligacao e
antes da incorporagdo do seguinte amino&cido ou peptideo, deve-se eliminar o protetor
do grupo funcional que ira permitir o crescimento da cadeia peptidica. Por dltimo e ao
final do processo sintético, os protetores de todos os grupos funcionais devem ser
eliminados. Assim, pode-se concluir que o esquema de protecdo 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 ligacdo peptidica e, portanto, deve ser eliminado a cada ciclo
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sintético, denominado “protetor temporério”. Como normalmente a sintese é executada
na direcdo C - N, este tipo de protetor € aquele que normalmente protege a fungéo
amina. Por outro, estdo o0s “protetores permanentes”, que sd8o0 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 aminodacidos trifuncionais.

A natureza quimica do grupo protetor da funcdo a-amina marca, de certa forma
a estratégia de sintese, uma vez que 0s protetores permanentes devem ser estaveis as
condicOes utilizadas para eliminar repetidas vezes o protetor temporario. Por sua vez,
0s protetores permanentes devem ser eliminados eficazmente na Ultima etapa.

As duas principais estratégias da sintese de peptideos em fase solida sdo a
Boc/Bzl e Fmoc/tBu, que se baseiam na protecdo temporéria do grupamento a-aminico
dos aminoacidos com um dos dois protetores terc-Butiloxicarbonila (ANDERSON &
McGREGOR, 1957; CARPINO, 1957) e 9-Fluorenil-metiloxicarbonila (CARPINO &
HAN, 1972), respectivamente, os quais se diferenciam, principalmente, quanto a
labilidade acido-base (Figura 10).

i &
o QI
HC—C—0 O

@)
|
CH, 0)\

terc-butiloxicarbonila o-fluorenimetioxicarbonila
(Boc) (Fmoc)

Figura 10. Protetores usuais para funcédo a-amina na metodologia da fase sélida

O grupamento protetor t-Boc € eliminado mediante acidolise com &cidos de
forca moderada (TFA 30% em DCM), o que implica na utlizacdo de protetores
permanentes estaveis nestas condicfes. Protetores tipo benzila (Bzl) sdo bastante
utilizados para esta funcédo, 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 neutralizagcado (normalmente com DIEA 5% em DCM) para que a

func@o amina fiqgue em sua forma desprotonada. O grupamento Fmoc € eliminado com
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bases de forgca moderada (geralmente piperidina 20% em DMF), permitindo a utilizac&o
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 decisdo de té-las protegidas
depende da estratégia a ser empregada e do tamanho do peptideo a ser sintetizado.

Na metodologia da fase solida, o protetor a-carboxilico resulta da unido da
cadeia peptidica ao suporte polimérico. Para o caso de peptideos-acidos, esta unido é
feita mediante uma ligacdo éster, enquanto que para peptideos-amida a unido é feita
através de uma ligacdo amida. Um aspecto importante nesta metodologia é como
promover esta primeira unido, sobretudo para o caso de peptideos-acidos, uma vez
que a formacdo de um éster costuma ser mais problemética que a de uma amida. A
maneira oOtima de realizar esta unido é empregando um espacador (handle), que é
definido como um composto bifuncional que serve para unir uma cadeia peptidica em
crescimento ao suporte polimérico. No caso de sintese de peptideos-4cidos, o handle
deve carregar incorporado, o primeiro aminoacido da sequéncia, devidamente
protegido.

Sem davida nenhuma, os protetores permanentes mais comuns para este tipo
de peptideos séo os do tipo benzila: p-alquilbenzila (na PAM) (MITCHELL et al., 1976)
para a estratégia Boc/Bzl e p-alcoxibenzila (no HMP) (ALBERICIO & BARANY, 1985)
para a estratégia Fmoc/tBu. Ambos levam incorporado o primeiro aminoacido protegido
(Figura 11).

0 0
Boc- NH-CHR-G- G- cg—@CHZ—'é— NH—(P)

PAM
o)
1 [
Fmoe- NH-CHR G G cq—@o—(c%)n—C—NH—C@
HMP

Figura 11 . Handles empregados na sintese de peptideos-acido em fase sélida

Nestes denominados handles, a formacéo da ligacdo éster ocorre normalmente

através de uma substituicdo nucleofilica por parte do carboxilato do aminoacido sobre o
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correspondente bromobenzilderivado. Quando o aminoacido C-terminal € Cys ou His
este método ndo funciona e recorre-se a uma esterificacdo com o correspondente
alcool em condi¢c6es muito suaves, geralmente com pyOAP (KATES et al., 1996) para
evitar a racemizacao destes dois aminoacidos.

As amidas sdo mais estaveis que o0s ésteres frente a aciddlise, portanto as
posi¢cdes benzilicas devem estar estabilizadas por outros anéis aromaticos e/ou grupos
doadores de elétrons. Assim, para a estratégia Boc/Bzl utiliza-se a resina
benzidrilamina (BAR) ou p-metilbenzidrilamina (MBAR) (PIETTA & MARSHALL, 1970).
Na estratégia Fmoc/t-Bu emprega-se principalmente, os handles acido 4-(2-4'-
dimetoxifenil-Fmoc-aminometil)-fenoxiacético (Rink) (RINK, 1987) e o acido 5-(4-Fmoc-
aminometil-3,5-dimetoxi)-fenoxivalérico (PAL) (ALBERICIO et al.,, 1990), ligados
geralmente a uma MBAR (Figura 12).

CH,
OCH,

HOOC—CHZ—O
—C-NH
SoNH _NH OCH,

Fmoc
MBAR Rink
CH,O
Fmoc-NH-CH; O(CH,);—COOH
CH,O
PAL

Figura 12 . Protetores permanentes do grupo a-carboxilico de peptideos-amida

Durante uma sintese, para que ocorra a formacéo da ligacédo peptidica entre os
aminoacidos adjacentes, é necessario que o componente eletréfilo (C carbonilico do
acido) esteja ativado, pois caso contrario seria formado um sal de amodnio. Esta
ativacdo do acido carboxilico, que € a base da formacao da ligacéo peptidica, tem sido
uma das etapas da sintese de peptideos que mais evoluiu nos udltimos anos,
justamente pelo interesse em obter bons rendimentos na formacdo da ligacao
peptidica, mantendo a integridade da cadeia em crescimento, em particular do centro
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estereogénico em a do grupo carboxilico ativado. Desta forma, ele pode sofrer ataque
pelo grupo amina do aminoacido que permanece ligado a resina e, assim, formar a
ligacdo amida.

Os chamados reagentes de acoplamento ou de condensacéo tém a funcéo de
reagir com o grupo carboxilico livre de um aminodcido e gerar espécies reativas. As
carbodiimidas sdo os reagentes de acoplamento mais utilizados, seja em fase sélida ou
em solugcdo (SHEEHAN & HESS, 1955). O mecanismo envolve a formacgéo da O-
acilisourea, que sofre amindlise por parte da amina, para produzir a ligagcdo amida. Se
for empregado um segundo equivalente de &cido carboxilico, sera formado o anidrido
simétrico. Do mesmo modo, na presenca de hidroxilaminas (p.ex. Hidroxibenzotriazol —
HOBt ou 7-aza-1-hidroxibenzotriazol - HOALt), sera obtido um éster ativo. Qualquer uma
das trés espécies reativas, O-acilisourea, anidrido simétrico ou éster ativo, sdo bons

agentes acilantes (Figura 13).

Figura 13. Mecanismo de formacéo de ligagéo peptidica por carbodiimidas

Sais de acilfosfonio também tém sido amplamente utilizados como reagentes
de acoplamento (CASTRO et al., 1975; COSTE et al., 1990; COSTE & CAMPAGNE,
1995). Os primeiros destes reagentes descritos [hexafluorfosfatos de (benzotriazol -1-il-

oxi)-tris(dimetilamino)-fosfoénio (BOP) e de (benzotriazol-1-il-oxi)-tris-(pirrolidino)fosfénio
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(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) sao
0s mais recomendados pois sdo mais reativos e ndo formam produtos secundarios
toxicos, como a hexametilfosforotriamida, formada quando se utiliza BOP ou AOP.

Outros agentes de condensacéo, analogos aos sais de fosfoénio, 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-tetrametilurébnio (HBTU) e do O-(7-azabenzo-triazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiurdnio
(HATU)]. Também foi preparado o correspondente tetrafluorborato destes derivados de
urénio (TBTU e TATU). Dentre estes ultimos reagentes, o HATU tem demonstrado ser
0 mais eficiente em termos de rendimento e 0 que provoca Menos racemizagao
(CARPINO et al., 1995). HATU assim como o pyOAP é muito indicado para a sintese
em fase solida, de bibliotecas peptidicas mediante 0 método baseado na utilizacdo de
uma mistura de aminoacidos (KATES et al., 1996).

O processo de acoplamento dos aminoacidos é monitorado atraves do teste de
ninidrina (KAISER et al., 1970). Este composto reage com aminas primarias levando a
formacdo de um produto de coloracdo violeta. Desta forma, ap0s acoplamento de
aminoacidos a cadeia polipeptidica, o teste deve apresentar coloragdo amarela,
indicando a auséncia de aminas livres, pois 0 grupamento amina apresenta-se
protegido e, apos desprotecdo do grupamento amina, deve apresentar coloracéo

violeta (Figura 14).

Figura 14. Esquema da reac¢ao envolvida durante o teste de ninidrina.
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2. OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar a importancia dos residuos de
cisteina, bem como do ion zinco coordenado aos mesmos, na atividade inibitoria de

YacG sobre a DNA girase. De maneira especifica objetivou-se:

1. Projetar e sintetizar analogos peptidicos da proteina bacteriana YacG, alterando

os residuos de Cisteina por Serina;

2. Avaliar o efeito da substituicdo dos residuos de Cisteina na capacidade de

coordenacao do ion zinco;

3. Analisar a capacidade de interacéo e inibicdo destes novos analogos, frente a
atividade da DNA girase, avaliando-se o efeito das altera¢cdes promovidas na estrutura
de YacG;

4. Estudar a atividade de inibicdo de crescimento microbiano por estes analogos;

5. Buscar uma proposta de estrutura para novos agentes antimicrobianos;
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3. MATERIAIS

3.1. Reagentes e solventes

Os reagentes utilizados durante a sintese, purificacdo e caracterizacdo dos analogos

peptidicos estdo relacionados abaixo:

- Resina (suporte polimérico): Rink amida AM Resina, com grau de substituicdo
inicial de 0,68 mmol/g da marca Novabiochem®.

- Resina (suporte polimérico): Fmoc-Gly-Wang Resina, com grau de substituicdo
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 condensacado utilizados na sintese dos diferentes analogos,
1-Hidroxibenzotriazol (HOBt) e N,N'-Diisopropilcarbodiimida (DIC), foram adquiridos da
Novabiochem® e Fluka®, respectivamente.

- Como reagente de desprotecdo do grupo Fmoc, foi utilizada uma solugéo 20% (v/v)
de piperidina, da marca Merck®, em DMF.

- O reagente utilizado para a clivagem &cida final foi o acido trifluoracético (TFA),
adquirido da Fluka®.

- Etanoditiol (EDT) e triisopropilsilano (TIS), substancias responsaveis pela captura de
espécies responsaveis por alquilacéao eletrofilica e liberadas no meio reacional durante
0 processo de clivagem éacida, foram adquiridos da Sigma® ou da Acros®.

- 1,4 Dithiothreitol (DTT): Amershan Biosciences

- Os eluentes cromatograficos utilizados foram acetonitrila (ACN) da marca Tedia® ou
J.T.Baker® e agua ultrapura, obtida através de um sistema de filtracdo Barnstead,
equipado com cartuchos para retencao de sais e de compostos organicos.

- Tris(hydroximetil)laminometano adquirido da SERVA Electrophoresis GmbH

- Acido 5,5'-ditio-bis-2-nitrobenzoico (DTNB) adquirido da Aldrich Chemistry;

- N-acetil — L-cysteina , adquirida da Sigma;
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- Solucéo de Cobalto 1 g/mL.

- Demais reagentes e solventes como HCI, acido acético glacial, anidrido acético,
diclorometano (DCM), diisopropiletilamina (DIEA), dimetilformamida (DMF),
hexafluoroisopropanol e N-metilpirrolidona (NMP) e demais sais, foram adquiridos da
Merck®, Aldrich®, Mallinchrodt®, J.T.Baker® e Fluka®.

3.2. Material biologico

A enzima DNA girase, preparada a partir de linhagens superprodutoras, foram
adquiridas comercialmente da Inspiralis Ltda, e foi fornecida com o0s seguintes

tampdes:

Tamp&o de diluicdo: Tris.HCI 50 mmol/L™*; KCI 100 mmol/L™; Ditiotreitol 2 mmol/L™;
EDTA 1 mmol/L™?; Glicerol 50% (m/v); pH = 7,5
Tamp&o de ensaio (concentrado 5x): Tris.HCI 35 mmol/L™:; KCI 2,4 mmol/L™; MgCl,

4 mmol/L™"; Ditiotreitol 1,2 mmol/L™"; Espermidina 1,8 mmol/L™; ATP 1 mmol/L™%;
Glicerol 6,5% (m/v); Albumina 0,1 mg/mL; pH = 7,5.

As cepas bacterianas utilizadas nos ensaios de susceptibilidade antimicrobiana
foram:

Bactérias gram-positivas: Streptococos agalactae

Bactérias gram-neqativas: Escherichia coli K-100, Escherichia coli 0O:157H, |,

Salmonella sp e Klebsiella pneumoniae.

3.3. Equipamentos

- Sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em modo semi-preparativo:
cromatografo Beckman System Gold, equipado com coluna de fase reversa Cig, Delta
Pak, Waters, 15 um, 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.
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- 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 liguida de média pressdo (CLME): Composto por uma
bomba Laballiance Series I, coletor de fragdes Foxy Jr. e um detector UV Konik,
conectado a um registrador 112 da Amersham Biosciences.

- Espectrofotdmetro UV-Visivel Shimatzu UV 1601PC.

- Eletroforese: sistema de eletroforese GNA 100, equipado com fonte Pharmacia
Biotech modelo EPS 301.

- Espectrofotdmetro de microplacas Epoch™ da Biotek.

4. METODOS

4.1. Sintese, purificacdo e caracteriza¢do dos analogos peptidicos

4.1.1. Sintese

Os analogos peptidicos de YacG (Figura 15), foram sintetizados manualmente
pelo método da fase sélida (STEWART & YOUNG, 1984; LLOYD-WILLIAMS et al.,
1997; AMBLARD et al., 2005), de acordo com o protocolo padrdao que emprega o
grupamento base-labil Fmoc como protetor dos a-amino grupos, e derivados t-butilicos
(t-Bu) para a protecéo das cadeias laterais de residuos de aminoacidos trifuncionais. A
resina de partida foi uma Rink amida AM Resina, com substituicéo inicial 0,68 mmol/g,
no caso das sequéncias contendo a extremidade C-terminal na forma de amida e
Fmoc-Gly-Wang Resina, com grau de substituicdo inicial de 0,55 mmol/g, para as
sequéncias com a extremidade C-terminal na forma de carboxilato.
Diisopropilcarbodiimida e 1-hidroxibenzotriazol foram os agentes de condensacéo
utilizados, em todos os casos. 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 0s agentes de condensacao,

inicialmente em DCM:DMF (1:1), por um periodo de 2 horas. A desprotecédo dos grupos

44



a-aminicos (remocao do grupo base labil Fmoc), apos a entrada de cada aminoacido,
foi realizada empregando-se uma solucédo 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 (condensagao incompleta), o
processo foi repetido com 50% da quantidade inicial dos reagentes. Ao final procedeu-
se com a acetilacdo do grupo amino terminal, empregando 10 eq. de anidrido acético
em DMF.

*TVNCPTCGKTVVWGEISPFRPFCSKRCQLTDLG®®
YacGAG1l
*TVNSPTSGKTVVWGEISPFRPFCSKRCQLTDLG®®
YacGAG2
*TVNCPTCGKTVVWGEISPFRPFSSKRSQLTDLG®®
YacGAG3
*TVNSPTSGKTVVWGEISPFRPFSSKRSQLTDLG®
YacGAG4
Ac-°TVNCPTCGKTVVWGEISPFRPFCSKRCQLTDLG*NH,
YacGAG1-AC
Ac-*TVNSPTSGKTVVWGEISPFRPFCSKRCQLTDLG**NH,
YacGAG2-AC
Ac-*TVNCPTCGKTVVWGEISPFRPFSSKRSQLTDLG*NH,
YacGAG3-AC
Ac-*TVNSPTSGKTVVWGEISPFRPFSSKRSQLTDLG**NH,
YacGAG4-AC

Figura 15 . Estrutura primaria dos fragmentos de YacG sintetizados.

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 solucéo de clivagem contendo TFA (94,5%), agua deionizada
(2,5%), EDT (2,5%) e TIS (0,5%), a 25°C por 3 horas. Peptideos, denominados brutos,

foram precipitados e lavados com éter dietilico gelado e centrifugados (seis vezes). A
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extracdo foi feita empregando-se uma solu¢cdo aquosa de &cido acético 10% e em
seguida os mesmos foram filtrados em placa porosa e colocados para liofilizar.

4.1.2. Reacao de redugéao e prevencéao de formacéo de pontes dissulfeto.

Depois de liofilizados, os andalogos peptidicos foram entédo transferidos para
frascos apropriados e incubados com um excesso molar de DTT (8 vezes) a 55T por
2 horas em tampé&o Tris.HCI 10 mmol.L™, pH 7,2. Passado o periodo de incubac&o, sob
atmosfera de nitrogénio, baixou-se o pH do meio a 2,0, seguindo para um novo
processo de liofilizagdo. Este procedimento teve como objetivo quebrar e/ou evitar a
formacdo de pontes dissulfeto que pode ocorrer inter ou intra-cadeias devido a
presenca de residuos de cisteina que constituem a estrutura primaria de seis dos oito
fragmentos peptidicos sintetizados (Figura 15).

Para realizagdo dos ensaios, 0 excesso molar de DTT foi eliminado durante o
processo de purificagdo dos fragmentos sintetizados, empregando cromatografia

liquida em fase reversa.

4.1.3. Cromatografia Liquida em Fase Reversa
4.1.3.1. Preparacao das amostras

As amostras peptidicas foram solubilizadas em 5 mL de solvente A (Agua
contendo 0,045% de TFA), mantendo-se o pH em 2,0. Borbulhou-se em nitrogénio por
2 minutos sonicando-se e em seguida prosseguiu-se com 0 processo de purificacao e

analise conforme descrito abaixo:
4.1.3.2. Semi-preparativa

Todos os peptideos foram purificados em escala semi-preparativa através de um
sistema de Cromatografia Liquida de Média Eficiéncia (CLME), empregando as
seguintes condicdes:

- coluna: fase reversa Cig, Nucleosil (250 x 25 mm); 15 um; 300 A;
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- gradiente: convexo de 40 a 60% de componente organico (acetonitrila: agua;
0,04% TFA);
- fluxo: 2,0 mL/minuto;

- comprimento de onda do detector: 220 nm;

4.1.3.3 Analitica

A cromatografia liquida de alta eficiéncia, em escala analitica, foi efetuada em
um cromatografo Shimadzu LC-10A/C-47A. Os solventes utilizados foram todos de
grau cromatografico e a agua empregada foi do tipo ultrapura.

No geral, as condi¢cdes cromatogréaficas foram:

- coluna: fase reversa Cig, Kromasil (250 x 4,6 mm); 5 um; 300 A;

- solventes: A: Agua contendo 0,045% de TFA;

B: Acetonitrila contendo 0,036% de TFA,;

- gradiente: linear, de 20 a 50% de B em 15 minutos;

- fluxo: 1,0 mL/minuto;

- comprimento de onda do detector: 220 nm;

4.1.4. Andlise de Aminoéacidos

Os peptideos foram previamente pesados (aproximadamente 1 mg) e
hidrolisados em 1 mL de HCI 6 mol.L™* e 80 pL de Fenol 5% (v/v) em agua, a 110°C por
72 horas em atmosfera de Nitrogénio, sob agitacdo. Apds a hidrélise, o material foi
concentrado a vacuo, dissolvido em tamp&o de diluicdo citrato de sédio 0,2 mol.L™, pH
2,2 e filtrado em unidade filtrante GV Millex da Millipore antes de ser injetado no
aparelho.

As andlises de aminoacidos foram efetuadas pelo método de funcionalizacdo
pds-coluna por orto-ftalaldeido (OPA) em analisador automatico Shimadzu LC-10A/C-
47A. O sistema € periodicamente calibrado com uma mistura padrdo de amino&cidos,
obtendo-se um valor para o tempo de eluicdo de cada aminoacido e o fator de
conversao entre a area de cada pico e a concentracdo da amostra.

A relacdo molar dos aminoacidos foi estabelecida, considerando-se unitaria a
concentracdo do aminoacido mais préximo da média para todos os residuos. O
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conteudo peptidico (CP) em porcentagem foi obtido relacionando-se o valor médio (em
mmol) de todos os aminodcidos encontrados na analise em relacdo a quantidade de

peptideo hidrolisado.

4.1.5 Espectrometria de massas (LC/ESI-MS)

As analises por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
(LC/ESI-MS) foram realizadas no Departamento de Biofisica da UNIFESP, utilizando
amostras dos fragmentos peptidicos puros, dissolvidos em AcOH/H,O 5% (v/v), na
concentracdo de 1 mg/mL.

As condi¢cBes experimentais utilizadas foram:
- Coluna:  Waters Nova-Pak Cy5(150 x 2,1 mm), 60 A, 3,5 um;
- solventes: A: H,O contendo 0,1% de TFA
B: Acetonitrila 75% em agua, contendo 0,1% TFA;
- gradiente: 5% a 95% de B em 20 minutos;
- fluxo: 0,4 mL/minuto;

- comprimento de onda: 190-300nm,;

4.2. Determinacao de grupos sulfidrilas livres nas amostras peptidicas.

O quantidade de sulfidrilas livres nas amostras de peptideos foi determinada
pelo teste de Ellman’s (BULAJ et al., 1998) que emprega o acido 5,5-ditio-bis (2-
nitrobenzoico) (DTNB ), como reagente .

Inicialmente uma solucdo estoque de DTNB 2 mmol.L™ foi preparada em acetato
de sédio 50 mmol.L™" e armazenada em refrigerador.

Para determinacdo dos grupos sulfidrila livre foi construida uma curva de
calibracdo empregando N-acetil-L-cisteina em tamp&o Tris.HCI 10 mmol.L™, pH 7,2,
partindo-se de uma concentracéo de 10 umol.L™* até 50 umol.L™.

Uma aliquota de 10 pL de cada uma das solucbes de N-acetil-L-cisteina foi
adicionada a 990 pL de uma solucdo de DTNB (50 uL da solucdo estoque de DTNB,
100 pL de tamp&o Tris.HCI 1 mol.L*, pH 8,0 e 840 pL de &gua deionizada) e incubada

por 5 minutos & temperatura ambiente.
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Em seguida as amostras foram transferidas para cubetas de quartzo, para
leituras de absorbancia a 412 nm em um espectrofotometro Shimatzu UV 1601PC,
utilizando como branco uma solu¢do em que a amostra era omitida.

Para os ensaios de cada uma das amostras peptidicas empregou-se 0 mesmo
procedimento, utilizando 10 pL de uma solu¢do contendo um dos peptideos, de modo
que a concentracao final resultasse em 3,5 pmol.L™.

4.3. Titulagdo com Co

A coordenacédo dos analogos peptidicos por ions zinco foi realizada conforme
descrito por Frankel e colaboradores (1987), através de titulacdo por complexacao,
utilizando o ion cobalto como uma sonda espectroscépica e monitorando altera¢des no
espectro de absorcdo no ultravioleta a fim de avaliar a estruturacdo e o comportamento
dos mesmos, na presenca deste metal. Este procedimento foi possivel pelo fato de que
a coordenacao de ions Cobalto aos grupos sulfidrilas livre, resulta em absorcdo a
310 nm e outros comprimentos de onda.

A titulacéo foi realizada adicionando-se aliquotas de uma solucéo de cloreto de
cobalto 1 g/L (concentracdo final entre 2,5 e 50 pmol.L™ ) em uma solucdo contendo
um dos fragmentos peptidicos (30 pmol.L™ ) até se observar a mudanca no espectro e
atingir a estequiometria desejada.

As amostras peptidicas foram preparadas em tampao Tris.HCI 10 mmol.L™, pH
7,2. Destas amostras, foi retirada uma aliquota de 137 pL e diluida a 1,5 mL com o
mesmo tamp&o de preparo, para se obter uma concentracéo final de 30 pmol.L™* para
assim realizar a titulacdo com o ion cobalto.

O branco utilizado foi tamp&o Tris.HCI 10 mmol.L™, pH 7,2, o mesmo utilizado na
preparacao das amostras.

Os espectros de absorcao foram tracados na faixa de 300 a 800 nm, utilizando

cubetas de quartzo com 1 cm de caminho optico.
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4.4. Ensaios de competicdo com Zn %",

O ensaio de competicdo com ions zinco iniciou-se logo apés o término da
titulacdo com ions cobalto, adicionando aliqguotas de uma solucdo de ZnCl, de
concentracdo proporcionalmente equivalente & de Co™, na mesma solucdo recém
titulada com este ion. Os espectros foram tracados nas mesmas condi¢cfes citadas
acima, até serem observadas mudancas no espectro em relacdo aqueles obtidos com

a titulacéo do ion cobalto.

4.5. Ensaio da inibicdo 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 com 0,5 pg de
plasmideo pBR322 relaxado em um volume de reacéo de 30 pL, a 37°C por 1 hora em
tampao de ensaio. A reacéo foi interrompida pela adigcdo de 3 pL de uma solugéo de
SDS 2% e posterior incubacdo por 2 minutos a 65°C; logo apo6s foram acionados 15 pL
de STEB (20% sacarose, 0,05 mmol.L™ Tris - HCI [pH 7.5], 0.05 M EDTA, 50 pg.mL™*
azul de bromofenol) e 60 pL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) e centrifugado. Em
seguida as amostras foram submetidas a analise por eletroforese em gel de agarose
1% em tamp&o TBE (Tris 89 mmol.L™ / &cido bérico 89 mmol.L™* / EDTA 2 mmol.L™,
pH 8,2), submetidas a tensédo constante de 90V, a temperatura ambiente, por 2 horas.
Ao término da corrida, o gel foi corado durante 15 minutos com solu¢éo de brometo de
etidio 1 pg/mL em tampéao de corrida (GELLERT et al., 1976). O gel foi analisado em
transiluminador de luz ultravioleta, o qual foi fotografado com luz ultravioleta incidente,

utilizando-se camera fotografica Kodak Digital Screen DC40.

4.6. Teste de sensibilidade microbiana

A atividade antimicrobiana dos peptideos sintetizados foi avaliada por um ensaio
de inibicho de crescimento em meio liquido, descrito por EHRET-SABATIER e

colaboradores (1996). Resumidamente, 20 pL de uma solucdo de cada um dos
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peptideos (concentracdo final 120 pmol.L™), foram adicionados a 180 pL de uma
suspensao de bactérias em meio de cultura de Peptona Bacteriolégica, PB (Tabela ),
contidas em uma microplaca estéril de 96 pocos. Apdés a adicdo das amostras
peptidicas, a microplaca foi incubada durante 6 horas em estufa a 37 °C, sob agitacéo
constante. O crescimento bacteriano foi medido através de um leitor de microplacas
Epoch, a 595 nm.

A porcentagem de inibicdo do crescimento bacteriano de cada uma das
diferentes amostras foi determinada através de uma analise comparativa com amostras
controles presentes na mesma placa, sendo o controle positivo composto de 180 pL de
suspensao de bactérias em PB e 20 yL de &gua destilada estéril, e o negativo
composto de 180 pL de suspensao bacteriana em PB e 20 pL de ciprofloxacina (CFX)
100 pmol.L™* ou 180 pL de meio de cultura PB (sem bactérias) e 20 pL agua destilada
esteril.

Tabela I. Composicéo do meio de cultura LB.

Triptona 1%
Extrato de levedura 0,5%
NaCl 1%
H>O gsq 100 mL

As suspensdes de bactérias utilizadas nos testes foram preparadas inoculando
cada uma das diferentes bactérias descritas anteriormente (item 3.2), em nutriente LB
Agar (Tabela Il) e incubando-as overnight a 37°C. Apd6s o periodo, as bactérias
produzidas foram suspensas em NaCl 0,9% (m/v) % e a densidade dtica (D.O)
corrigida através de microdiluicdo até atingir o padrdo McFarland (que contém

aproximadamente 1 x 10® UFC/mL).

Tabela II. Composicédo do meio de cultura LB Agar.

Triptona 1%
Extrato de levedura 0,5%
NacCl 1%
Agar 2%
H20 gsq 100 mL
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Planejamento e sintese dos fragmentos peptidicos

Considerando a importancia dos denominados zinc-fingers em diferentes
processos celulares que envolvem interacdo com o DNA e interacdo com proteinas,
bem como a atividade inibitoria sobre a DNA girase, recentemente proposta a YacG,
diversos fragmentos peptidicos foram projetados tendo como base a estrutura primaria
desta pequena proteina, proposta por RAMELOT et al., (2002). Segundo estes autores,
YacG é constituida por uma sequéncia de 65 residuos de aminoacidos, organizados
em duas estruturas B (formando B-hairpin) seguidas de um loop de 12 residuos de
aminoacidos e uma a-hélice. Um ion zinco apresenta-se coordenado a quatro residuos
de cisteinas (Cys-9, Cys-12, Cys-28 e Cys-32), duas localizadas em uma volta que une
as duas estruturas 3, uma imediatamente antes da hélice e a ultima, na primeira volta
da a-hélice.

Deste modo, considerou-se na sintese dos fragmentos peptidicos, a regido entre
os residuos Thr-6 a Gly-38, englobando assim, os quatro residuos de cisteina. Para
avaliar a importancia desses residuos, alternativamente substituiram-se estes residuos
por dois ou mais residuos de serina. A serina foi escolhida, por possuir estrutura
molecular semelhante a cisteina, diferenciando-se apenas pela presenca de um &4tomo
de oxigénio no lugar de um de atomo de enxofre. Essa substituicdo supostamente
devera resultar em modificagfes estruturais no dominio zinc finger, devido a diminuigéo
da hidrofobicidade (KYTE & DOOLITTLE, 1982) e consequente aumento na formacao
de ligacbes de hidrogénio e impedimento na ligagdo do ion zinco, Isso se deve a
diferenca de hidrofobicidade entre estes dois aminoacidos (Escala Kyte-Doolittle: 2,50
para Cys e -0,80 para Ser), cujas modificacdes podem vir a envolver mudancas na
interacdo com a DNA girase, 0 que se objetiva avaliar neste trabalho.

Assim, empregando-se a estratégia Fmoc/tBu, sintetizou-se manualmente oito
fragmentos peptidicos sendo quatro com as extremidades N e C-terminais livres e
outros quatro idénticos porém com as extremidades N-terminais acetiladas e C-
terminais na forma de amida (Figura 15), a fim de se mimetizar ligacdes peptidicas
nestas posi¢cdes. Empregou-se um sistema composto por uma seringa de polipropileno
(capacidade de 10 mL), equipada com filtro de polietileno poroso. Partiu-se, portanto,
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de 700 mg de Fmoc-Gly-Wang-Resina (0,55 mmol/g) para os quatro analogos
YacGAG (fragmentos com extremidades N e C-terminais livres) e 700 mg de Rink
Amida AM Resina (0,68 mmol/g) para os quatro fragmentos YacGAG-AC (fragmentos
com as extremidades N-terminal acetilada e C-terminal na forma de amida), ao qual
sofreram inicialmente um processo de retirada do grupo protetor Fmoc (desprotec¢éo)
com uma solucdo de piperidina 20% em DMF, seguido de acoplamento do primeiro
aminoacido da seqiéncia a ser sintetizada. A introducdo de cada um dos residuos de
aminoacidos, para cada uma das oito sequéncias obtidas, seguiu o0 protocolo sintético

descrito na Tabela Ill.

Tabela Ill. Protocolo sintético utilizando DIC/HOBt (estratégia Fmoc/tBu)

Reagente/Solvente Operacdo  Tempo (min) Nug?celgosde
DMF Lavagem 1 4
Piperidina 20% em DMF  Desprotecéo 1 1
Piperidina 20% em DMF  Desprotecéo 10 1
DCM/DMF Lavagem 1 6

Fmoc-AA-OH (3eq) +
DIC/HOBt (3eq) em Acoplamento 60 1
DCM/DMF (1:1)

DCM/DME Lavagem 1 6

ApoOs a entrada dos seis primeiros aminoacidos, a peptidil-resina foi dividida em
duas partes (400 mg cada), para variacdo do 7° residuo (Cisteina ou Serina). Apos a
condensacao deste residuo, prosseguiu-se com a introduc¢do dos 19 residuos comuns
das duas sequéncias individualizadas, onde novamente estas duas partes, contendo
agora 26 residuos de aminoacidos cada, foram divididas em duas outras (600 mg
cada), para o acoplamento do 27° residuo (Cisteina ou Serina), resultando em quatro
fracOes distintas, onde foram acoplados, a cada uma, os 6 residuos restantes. A Figura
16 mostra o esquema de sintese dos fragmentos denominados YacG, ou seja, aqueles

com as extremidades N e C-terminais livres.
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Figura 16. Esquema de sintese das sequéncias YacGAG1, YacGAG2, YacGAG3 e YacGAG4,
empregando a estratégia Fmoc/tbu.
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Para os fragmentos YacGAG-Ac, o mesmo protocolo de sintese foi utilizado,
diferenciando apenas no final da sintese, no qual empregou-se anidrido acético, para
promover acetilacdo da extremidade N-terminal (Figura 17). Este procedimento serviu
para, a exemplo da extremidade C-terminal (amida pelo uso de Rink Amida resina),
mimetizar outra ligacdo peptidica. A importdncia de se ter miméticos de ligacédo
peptidica nas regides C e N-terminal se deve pelo fato de se evitar o efeito que suas
respectivas cargas,, possam vir a exercer na atividade destes analogos peptidicos,
além de se tentar simular uma estrutura mais proxima possivel da estrutura protéica de
origem.

Todos as reagBes de acoplamento (condensacdo dos aminoacidos) foram
realizadas empregando o agente de condensacdo DIC na presenca de HOBt com
excesso molar de 3 vezes em relacdo a substituicdo inicial da resina, utilizando-se uma
mistura de solventes 1:1 DMF/DCM em quantidade suficiente para solubilizar os
reagentes e cobrir toda a peptidil-resina, de modo a manter uma alta concentragao dos
mesmos (entre 0,1 e 0,5 mol.L™Y), o que permite acelerar o processo. Os grupos
protetores das cadeias laterais dos aminoacidos trifuncionais foram os seguintes: tBu
para Asp, Glu, Thr e Ser; Trt para Cys, Asn e GIn; Pmc para Arg e Boc para Lys e Trp.

Ao final foram clivadas 200 mg de cada peptidil-resina, conforme metodologia
descrita anteriormente e liofilizados, seguindo para o processo de purificacdo e

caracterizacao.

5.2. Purificacao e caracterizacdo dos analogos peptidicos.

Uma pequena fracdo de cada peptideo liofilizado (aproximadamente 1 mg) foi
dissolvida em 1 mL de agua ultrapura, filtrada e submetida a analise qualitativa em
CLAE, sob condicbes analiticas (Métodos). A partir dos resultados de tempo de
retencdo e porcentagem de solvente obtidos nestas analises foram definidas as
condi¢cOes relativas a concentracdo de solvente para purificacdo dos peptideos em

escala semi-preparativa, empregando CLME.
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Figura 17. Esquema de sintese das sequéncias YacGAG1-AC, YacGAG2-AC, YacGAG3-AC e
YacGAG4-AC, empregando a estratégia Fmoc/tbu.
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U.A.

Os perfis cromatogréficos dos peptideos obtidos apods purificacdo estdo

representados nas Figuras 18 a 25, juntamente com 0s respectivos cromatogramas

obtidos antes da purificacédo, para efeitos comparativos.
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Figura 18. Perfis cromatograficos obtidos em escala analitica para o peptideo YacGAG1, antes
(A) e apds (B) a purificacdo. Coluna de fase reversa Kromasil Cyg (250 x 4,6 mm; 5 um; 300 A),
com um gradiente linear de 20 a 50% de solvente B (A: agua, 0,045% TFA; B: ACN, 0,036%
TFA) em 15 min, fluxo de 1,0 mL/min e deteccéo a 220 nm.
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Figura 19. Perfis cromatograficos obtidos em escala analitica para o peptideo YacGAGZ2, antes
(A) e ap6s (B) purificacdo. Coluna de fase reversa Kromasil Cyg (250 x 4,6 mm; 5 um; 300 A),
com um gradiente linear de 20 a 50% de solvente B (A: 4gua, 0,045% TFA; B: ACN, 0,036%
TFA) em 15 min, fluxo de 1,0 mL/min e deteccao a 220 nm.
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Figura 20. Perfis cromatograficos obtidos em escala analitica para o peptideo YacGAG3, antes
(A) e apds (B) purificagdo. Coluna de fase reversa Kromasil Cy5 (250 x 4,6 mm; 5 um; 300 A),
com um gradiente linear de 20 a 50% de solvente B (A: 4gua, 0,045% TFA; B: ACN, 0,036%
TFA) em 15 min, fluxo de 1,0 mL/min e deteccao a 220 nm.
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Figura 21. Perfis cromatogréficos obtidos em escala analitica para o peptideo YacGAG4, antes
(A) e apds (B) purificagdo. Coluna de fase reversa Kromasil Cy5 (250 x 4,6 mm; 5 um; 300 A),
com um gradiente linear de 20 a 50% de solvente B (A: 4gua, 0,045% TFA; B: ACN, 0,036%
TFA) em 15 min, fluxo de 1,0 mL/min e detecc¢ao a 220 nm.
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Figura 22. Perfis cromatograficos obtidos em escala analitica para o peptideo YacGAG1-AC,
antes (A) e apos (B) purificagdo. Coluna de fase reversa Kromasil Cig (250 x 4,6 mm; 5 um;
300 A), com um gradiente linear de 20 a 50% de solvente B (A: agua, 0,045% TFA; B: ACN,
0,036% TFA) em 15 min, fluxo de 1,0 mL/min e deteccdo a 220 nm.
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Figura 23. Perfis cromatograficos obtidos em escala analitica para o peptideo YacGAG2-AC,
antes (A) e apo6s (B) purificagdo. Coluna de fase reversa Kromasil Ci5 (250 x 4,6 mm; 5 um;
300 A), com um gradiente linear de 20 a 60% de solvente B (A: agua, 0,045% TFA; B: ACN,
0,036% TFA) em 15 min, fluxo de 1,0 mL/min e deteccdo a 220 nm.
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Figura 24. Perfis cromatograficos obtidos em escala analitica para o peptideo YacGAG3-AC,
antes (A) e apos (B) purificagdo. Coluna de fase reversa Kromasil Cig (250 x 4,6 mm; 5 um;
300 A), com um gradiente linear de 20 a 60% de solvente B (A: agua, 0,045% TFA; B: ACN,
0,036% TFA) em 15 min, fluxo de 1,0 mL/min e deteccdo a 220 nm.
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Figura 25. Perfis cromatograficos obtidos em escala analitica para o peptideo YacGAG4-AC,
antes (A) e apds (B) purificacdo. Coluna de fase reversa Kromasil Cig (250 x 4,6 mm; 5 um;
300 A), com um gradiente linear de 20 a 60% de solvente B (A: 4gua, 0,045% TFA; B: ACN,
0,036% TFA) em 15 min, fluxo de 1,0 mL/min e deteccdo a 220 nm
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Os perfis cromatograficos dos peptideos puros apresentaram um Unico pico em
relacAo aos cromatogramas observados a partir da analise do extrato bruto. O
parametro tempo de retencao dos peptideos purificados foi mantido em relacéo ao pico
correspondente no extrato bruto. O rendimento da purificacdo de cada analogo foi
calculado através de uma relagdo com a massa do peptideo em seu estado bruto
(antes da purificagdo). O rendimento da purificagdo e as purezas relativas dos

diferentes peptideos estéo representados na Tabela IV.

Tabela IV. Relagédo das massas dos peptideos purificados

Massa Rendimento

entideo Massa apdés Rendimento da Pureza
Peptideo P bp purificacdo da sintese e relativa
ruto (mg) (%) purificacéo (%)
(mg) (%)
YacGAG1 105 10 31,58 30,3 99,6
YacGAG2 92 9 39,47 26,1 94,2
YacGAG3 62 6 47,10 32,8 97
YacGAG4 105 4 42,79 8,9 97,3
YacGAG1-AC 105 15 35,16 36,8 97
YacGAG2-AC 110 20 57,95 21,3 97,5
YacGAG3-AC 100 9 21,73 41,4 98,5
YacGAG4-AC 105 7 38,49 18,31 98

A caracterizacdo dos peptideos sintetizados foi realizada através de ensaios de
espectrometria de massas e andlise de aminoacidos. Os valores de massa molecular
obtidos no modo electrospray positivo [ES m/z: (M + H)'], estdo apresentados na
Tabela V. Os resultados foram coincidentes com o tedérico esperado, confirmando a
identidade das estruturas peptidicas sintetizadas. Os resultados obtidos nas analises
de aminoacidos para determinacédo da proporcéao relativa de cada um dos aminoacidos
presentes nas diferentes sequéncias apresentaram-se proximos aos valores tedricos
esperados, excetuando-se aqueles susceptiveis a degradacdo nas condi¢cdes de

hidrolise.

61



O conjunto de resultados de espectrometria de massas e analise de
aminoacidos permitem concluir que os procedimentos utilizados para sintese, clivagem
de peptidil-resinas e metodologias de purificacdo desenvolvidas foram bem sucedidos,

0 gque levaram a obtencao das sequéncias desejadas.

Tabela V. Resultado das analises de espectrometria de massas

Massa molecular

Peptideo (g/moly* ES m/z (g/mol)
YacGAG1 3643,31 3644
YacGAG2 3611,18 3612
YacGAG3 3611,18 3612
YacGAG4 3579,05 3580

YacGAG1-AC 3685,31 3686
YacGAG2-AC 3653,25 3654
YacGAG3-AC 3653,25 3654
YacGAG4-AC 3621,19 3622

*Calculado empregando o software POMWIN by Morten Meldal (Calsberg Laboratory - Dinamarca)

5.3. Determinacao de grupos sulfidrila livre

O zinco, ion caracteristico das denominadas proteinas zinc-fingers participa, no
caso da YacG, juntamente com quatro residuos de cisteinas (Cys-9, Cys-12, Cys-28 e
Cys-32), de um sitio de ligacdo tetraédrico. Neste caso, é condicdo para esta
disposicéo, que os grupos tiois, da cadeia lateral dos residuos de cisteina estejam na
sua forma reduzida.

Desta forma, para que os fragmentos peptidicos sintetizados possam simular
adequadamente o ambiente de ligacdo, assim como na proteina nativa, € importante

quantificar estes grupos em cada uma das sequéncias sintetizadas..
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Assim, para quantifica-los, empregou-se o teste de Ellman's (BULAJ, et al.,
1998) que emprega o acido 5,5’-ditio-bis-(2-nitrobenzdico) (DTNB), como reagente,
seguindo o procedimento descrito em Métodos.

A Curva padrao empregando Acetil-L-cisteina, esta representada na Figura 26,
cujo coeficiente de extingdo molar obtido a partir da mesma foi 13.900 L.mol™ cm™.

A analise de grupos SH livres foi feita para as oito sequéncias peptidicas, sendo
que os valores obtidos e representados na Tabela VI mostram que os grupos SH estao
originalmente na forma reduzida, o que permite a utilizacdo direta dos mesmos nos

estudos de complexagdo com ions metélicos.
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Figura 26 . Curva Padrédo de Acetil-L-cisteina para determinacdo de grupos SH livres
empregando o teste de Ellman’s.

Tabela VI. Teor de grupos tidis nos fragmentos peptidicos sintetizados

Peptideo A (412 nm) SH livres (umol.L™)
YacGAG1 0,187 13,4
YacGAG2 0,105 7,5
YacGAG3 0,100 7,2
YacGAG4 0,000 0,0

YacGAG1-AC 0,200 14,4
YacGAG2-AC 0,100 7,2
YacGAG3-AC 0,098 7,1
YacGAG4-AC 0,000 0,0
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5.4. Titulac&o dos fragmentos peptidicos com ion Cobalto

Sondas espectroscopicas desempenham um papel de extrema importancia na
caracterizacdo de macromoléculas biologicas (SHI et al., 1993). Uma boa sonda deve
combinar razoavel sensibilidade com variabilidade das propriedades espectroscépicas,
para que possa ser observada em baixas concentracdes e para que a sonda possa
fornecer informacdes sobre propriedades estruturais e/ou dinamicas do sitio de ligacao
da mesma. Para a sondagem do sitio de ligacdo do ion zinco (II) em proteinas, o ion
cobalto (II) é muito utilizado (GRAY, 1980), pois complexos de cobalto tém espectros
de absorcéo caracteristicos e a substituicdo por este metal tem sido usada em muitos
estudos com metaloproteinas.

A energia absoluta e a intensidade das bandas de absorcdo oferecem
informacdes sobre os tipos de ligantes em torno do ion metalico e sua geometria. A
absorcéo da luz € acompanhada pelo rearranjo dos elétrons nos orbitais do metal e dos
ligantes envolvidos, o que reflete nos valores do coeficiente de extingdo. O coeficiente
de extin¢do das transicbes de campo ligante na regido do visivel depende do numero
de coordenacdo deste metal. Para complexos octaédricos, como aqueles formados por
Cobalto (Il) em solugdo aquosa, os coeficientes de extincdo situam-se entre 5 e
10 L.mol*cm™ enquanto que para sitios tetraédricos, como nos dominios zinc-fingers,
os coeficientes de extingdo sdo aproximadamente 100 vezes superiores (SHI et al.,
1993).

Desta forma, mudancas observadas nos espectros no UV-visivel dos peptideos
derivados de YacG, apo6s adicao do ion Cobalto (1), foram utilizadas para investigar a
natureza e a geometria do complexo peptideo-metal (a configuracdo eletrénica do ion
zinco (Il) impossibilita este tipo de andalise para este metal). Como pode ser observado
na Figura 27, as bandas de transferéncia de cargas Co(ll) — S observadas a 310 e
350 nm nos espectros UV-visivel, para a titulacdo do YacGAG1 e YacGAG1-AC com
uma solucdo de CoCl,, sugerem a ligacédo de cisteinato (FRANKEL et al., 1987). No
visivel, bandas de alta intensidade, descritas para transicoes d-d a 640, 690 e 740 nm
(por exemplo, €690 = 1100 L.mol*cm™ para YacGAG1-AC) mostram que o modo de
coordenacao é tetraédrico (SHI et al., 1993). O numero de bandas, atribuidas a trés
transicbes d-d direcionam para uma esfera de coordenacao tipo Cys4 (HUHEEY,
1993). A coloracao levemente azulada da solucéo final corrobora a hipétese de um sitio
de coordenacdao tetraédrico.
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Como o fon Cobalto (Il) é adicionado para uma solucdo 30 pmol.L* de
YacGAG1-AC, as bandas de transferéncia de cargas Co(ll) — S em 310 e 350 nm,
bem como as alta intensidades das transi¢cdes d-d do ion Co(ll), sdo crescentes, até a
estabilizacdo, que depende da estequiometria do complexo formado e
consequentemente do numero de grupos sulfidrilas coordenada ao ion metélico
(Figuras 27 e 28). Ao acompanhar o aumento de absorbancia em qualquer um destes
comprimentos de onda (por exemplo, a 310 nm na Figura 27 - inser¢céo), as mudangas
espectrais metal-induzidas saturam com quantidades aproximadamente equimolares
do ion Co(ll) e peptideo, evidenciando a formac¢do de um complexo na proporgéo 1:1
de YacGAG1-AC e Cobalto (II).
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Figura 27 . Espectros de absorcdo no UV-visivel de Cobalto (II) coordenado com
YacGAG1-AC com 0, 0,08, 0,25 e 0,66 eq de Co™. A insercdo mostra a dependéncia
da banda de transferéncia de cargas Co(ll) — S a 310 nm, com o aumento da

quantidade de Co*? adicionado.

Por outro lado, as mudancas espectrais durante a titulacdo do peptideo

YacGAG2-AC com Cobalto (Il) (Figura 28), resultou em saturacdo com quantidades
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inferiores a 1 (Figura 28 — insercdo), evidenciando a formagdo de um provavel
complexo na proporcao 2:1 de YacGAG2-AC e Cobalto (II). Comparativamente, neste
peptideo dois ligantes de ions zinco (ll) deixaram de estar disponiveis com a
substituicdo de dois residuos de cisteina. Neste caso, duas moléculas peptidicas foram
necessarias para coordenar a cada ion de Cobalto (ll), o que resultou em um padréo de
bandas de absor¢do no UV e visivel semelhante ao observado para YacGAG1-AC ou
seja, formacdo de ligacdo de cisteinato em geometria tetraédrica, formando um

complexo com a participacdo de duas moléculas peptidicas e um fon Co*™.
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Figura 28. Espectros de absor¢cdo no UV-visivel de Cobalto (lI) coordenado com
YacGAG2-AC com 0, 0,08, 0,25 e 0,66 eq de Co™. A insercdo mostra a dependéncia
da banda de transferéncia de cargas Co(ll) — S a 310 nm, com o aumento da
quantidade de Co*? adicionado.

66



Resultados semelhantes foram obtidos na titulagdo do YacGAG3-AC com
Cobalto (ll), sendo que, a exemplo de YacGAG2-AC, o complexo formado foi na
proporcéo 2:1.

Na titulacdo do peptideo YacGAG4-AC com Cobalto (Il) ndo foram observadas
bandas caracteristicas de transferéncia de cargas Co(ll) — S, tampouco aquelas de
altas intensidades atribuidas as transicbes d-d que demonstram uma esfera de
coordenacdo com Cys4, de acordo portanto com a auséncia de grupos tiois livres,
neste peptideo, resultado da substituicdo de todos residuos de cisteina por serina.

Em experimentos controle, ions Cobalto (II) foram adicionados nas mesmas
propor¢cdes, a uma solucdo contendo YacGAG1-AC oxidado. Os resultados foram
idénticos aqueles obtidos com YacGAG4-AC. A adicdo de um excesso molar de ions
Cobalto (ll), até cerca de 3 vezes, nao resultou em alteracdes nos espectros.

No caso dos peptideos YacGAG1l, YacGAG2, YacGAG3 e YacGAG4, o
comportamento espectrofotométrico durante a titulagdo com ions Cobalto (Il) foi o
mesmo, quando comparados com as respectivas formas acetiladas, ndo sendo
evidente nenhum tipo de interferéncia em relacdo a presenca de cargas (N ou C-

terminal), no processo de coordenagéo com o metal.

5.5. Ensaio de competicdo entre Cobalto e Zinco

A afinidade do Zn*? para com os peptideos sintetizados foi determinada usando
experimentos de competicdo. Estes experimentos mostraram que o ion zinco (ll)
desloca facilmente o ion Cobalto (II) do complexo. Como pode ser observada na Figura
29, a adicdo de Zn*? elimina a absorcdo em 640, 690 e 740 nm e reduz absorcdo em
310 e 350 nm. Este ensaio mostrou que o Zn** liga-se ao mesmo sitio de ligacdo do
Co*?, porém mais fortemente, uma vez que a concentracdo da solucdo de ZnCl, é
estequiométrica em relacdo aos peptideos, enquanto que a quantidade de cobalto

presente no meio € cerca de 3 vezes maior.
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Figura 29. Espectros de absorcdo 6tica de YacGAG1-AC com Co*?. Linha preta:
Espectro de YacGAG1-AC (30 pmol.L™) com CoCl, (50 pmol.L™}); Adicional CoCl, foi
adicionado (até 100 pmol.L™") sem mudancas no espectro. Linha vermelha: Espectro

ap6s adicdo de ZnCl, (30 umol.L™) & solucdo contendo YacGAG1-AC (30 pmol.L™) e
CoCl, (100 pmol.L™).

5.6. Ensaios de inibicdo da DNA girase

Topoisomerases sd0 enzimas responsaveis pela manutencdo da topologia do
DNA, processo indispénsavel para a sobrevivéncia de organismos Vivos.
Topoisomerases atuam introduzindo superhélices negativas e positivas. Estas
diferentes formas topoldgicas do DNA possibilita o estudo e interacdo destas enzimas
com agentes inibidores, atraves do processo de migracdo do DNA quando submetido a
um campo elétrico (GELLERT et al., 1976).

Com base nestas informagfes, tornou-se possivel analisar a interacdo dos
fragmentos YacG com a DNA girase, através das diferentes formas do DNA
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(superenovelado ou relaxado), empregando a técnica de eletroforese em gel de
agarose.

Na figura 30, observa-se a interacdo de cada uma das sequéncias peptidicas
YacGAG-AC complexadas com ion zinco, frente a inibicdo da enzima DNA girase.
Com base nesta Figura, € possivel cocncluir a respeito do efeito dos derivados de
YacG complexados com ion zinco, na inibicdo da atividade de superenovelamento da
DNA girase. Os analogos YacGAG1-AC, YacGAG2-AC e YacGAG3-AC e YacGAG4-
AC, ndo inibem completamente a atividade da DNA girase, mas observa-se a formacéo
de topoisémeros do DNA relaxado, indicando que a presenca destes analogos tem

pouca atuacdo na inibicdo da atividade desta enzima.
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Figura 30. Ensaio de inibicdo da atividade da DNA girase pelos peptideos a 120 umol.L™.
Volume de reacdo de 30 pL contendo: (Rel) plasmideo pBr322 relaxado controle; (Pos)
plasmideo pBr322 relaxado e girase (1U) na auséncia de inibidor; (linhas 1, 2, 3, 4) plasmideo
pBR322 relaxado, girase (1U) e os peptideos complexados com ion Zinco YacGAG1-AC,
YacGAG2-AC, YacGAG3-AC e YacGAG4-AC, respectivamente. Corrida a 50 V por 2,5 horas.

Para melhor observar e quantificar a atividade de inibicdo da DNA girase
apresentada nos ensaios de eletroforese em gel de agarose, foi feita uma densitometria
do gel utilizando o software ImageJ. Trata-se de um programa de coédigo aberto,
disponivel na Internet. O ImageJ faz a densitometria das bandas obtidas, contando
cada microponto de tonalidade escura na foto. Deste modo, traca-se uma relagéo entre
a densidade Optica da banda da sequéncia-alvo e a densidade O6ptica da banda
controle.

O Programa gera uma curva, Cujos picos representam as regidoes de maior

densidade Optica e, portanto as regifes que apresentam bandas.
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Na Figura 31, podem ser observados os graficos gerados a partir da
densitometria Optica do gel obtido (Figura 30) através do ensaio de inibicdo da DNA

girase na presenca dos analogos complexados com ion zinco.

Figura 31 . Densitometria 6ptica do gel de agarose empregado no ensaio de inibicdo da DNA
girase pelos analogos peptidicos com a presenca do ion zinco. Figura 31A plasmidio pBr322
relaxado; Figura 31B, plasmidio pBr322 relaxado + DNA girase 1 (U) na auséncia do inibidor;
Figuras 31C, D, E e F, pBr322 relaxado + DNA girase 1 (U) na presenca dos peptideos
YacGAG1-AC, YacGAG2-AC, YacGAG3-AC e YacGAG4-AC respectivamente.

Os dados apresentados na analise de densidade Optica mostram 0s picos
referentes as diferentes bandas apresentadas no gel de eletroforese. Na Figura 31A
pode-se observar a presenca do pico da banda do DNA relaxado (1) e os picos
referentes ao demais topoisdmeros. Na Figura 32B, observa-se a diminui¢éo do pico da
banda relaxada (1) e o aparecimento do pico da banda superenovelada (2), resultante
acado da DNA girase. As Figuras 31C, D, E e F, mostram a atividade de inibicdo dos
analogos peptidicos YacGAG1-AC, YacGAG2-AC e YacGAG3-AC e YacGAG4-AC,
frente a atividade da DNA girase, respectivamente. E possivel observar que o pico da
banda do DNA relaxado (1) € mais intenso, em todos os casos, enquanto a banda do
DNA superenovelado (2) diminui em intensidade, além do aparecimento de um pico
referente a um dos topoisdmeros do DNA relaxado (3), deixando evidente que os
analogos peptidicos exibem atividade inibitéria na DNA girase, porém nao superior a
50%.

Em relacdo aos fragmentos peptidicos ndo acetilados, na Figura 32, é possivel
observar a atividade dos fragmentos YacGAG1l, YacGAG2, YacGAG3 e YacGAG4
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complexados com ion zinco , frente a inibicdo da DNA girase. Os fragmentos né&o
possuem atividade de inibicdo na presenca do ion zinco, exceto YacGAG4, ao qual

nao faz nenhum tipo de ligacdo com este ion.

Rel Pos 1 2 3 4
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Figura 32. Ensaio de inibicdo da atividade da DNA girase pelos peptideos a 120 umol.L™.
Volume de reacdo de 30 pL contendo: (Rel) plasmideo pBr322 relaxado controle; (Pos)
plasmideo pBr322 relaxado e girase (1U) na auséncia de inibidor; (linhas 1, 2, 3, 4) plasmideo
pBR322 relaxado, girase (1U) e os peptideos complexados com ion Zinco YacGAGl,
YacGAG2, YacGAG3 e YacGAG4, respectivamente. Corrida a 50 V por 2,5 horas.

Figura 33 . Densitometria 6ptica do gel de agarose empregado no ensaio de inibicdo da DNA
girase pelos andalogos peptidicos na presenga do ion zinco. Figura 33A, plasmidio pBr322
relaxado; Figura 33B, plasmidio pBr322 relaxado + DNA girase 1 (U) na auséncia do inibidor;
Figuras 33C, D, E e F, pBr322 relaxado + DNA girase 1 (U) na presenca dos peptideos
YacGAG1, YacGAG2, YacGAG3 e YacGAG4 respectivamente.

Conforme mostra os dados da densitometria 6ptica do gel (Figuras 33C, D e E),
os fragmentos peptidicos YacGAG1, YacGAG2 e YacGAG3 complexados com ion
zinco, a exemplo dos analogos acetilados, ndo apresentam grande atividade néo

chegando a 50% da inibicdo da atividade catalitica da DNA girase, pois é possivel
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observar a forte intensidade dos pico do DNA superenovelado (2) em todos os
gréaficos, sendo menos intenso nas Figuras 33D e E. Ja a Figura 33F que corresponde
ao fragmento YACGAG4 a intensidade € pequena ou quase inexistente,
comparativamente aos demais, mostrando assim uma eficacia na inibicdo da reacao
catalisada pela DNA girase.

Foram também feitos ensaios com os analogos peptidicos na auséncia do ion
zinco (Figuras 34 a 37). Os resultados mostram que YacGAG1-AC, YacGAG2-AC,
YacGAG3-AC e YacGAG4-AC, assim como nha presenca do Zn*", apresentaram pouca

atividade inibitoria sobre a DNA girase (Figuras 34 e 35).

Rel Pos 1 2 3 4

Figura 34 . Ensaio de inibicdo da atividade da DNA girase pelos peptideos a 120 umol.L™.
Volume de reacdo de 30 pL contendo: (Rel) plasmideo pBr322 relaxado controle; (Pos)
plasmideo pBr322 relaxado e girase (1U) na auséncia de inibidor; (linhas 1, 2, 3, 4) plasmideo
pBR322 relaxado, girase (1U) e os peptideos na auséncia de ion Zinco YacGAG1-AC,
YacGAG2-AC, YacGAG3-AC e YacGAG4-AC, respectivamente. Corrida a 50 V por 2,5 horas.

A B C D E F

Figura 35 . Densitometria 6ptica do gel de agarose empregado no ensaio de inibicdo da DNA
girase pelos analogos peptidicos sem a presenca do ion zinco. Figura 33A plasmidio pBr322
relaxado; Figura 33B plasmidio pBr322 relaxado + DNA girase 1 (U) na auséncia do inibidor;
Figuras 33C, D, E e F , pBr322 relaxado + DNA girase 1 (U) na presenca dos peptideos
YacGAG1-AC, YacGAG2-AC, YacGAG3-AC e YacGAG4-AC respectivamente.
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Os fragmentos YacGAG1, YacGAG2, YacGAG3, na auséncia Zn*?, também
apresentaram baixa atividade na inibicdo da DNA girase, mas surpreendentemente o
fragmento YacGAG4 mostrou-se eficaz na inibicdo da atividade desta enzima como

pode ser observado na Figura 36.
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Figura 36 . Ensaio de inibicdo da atividade da DNA girase pelos peptideos a 120 umoI.L'l.
Volume de reacdo de 30 pL contendo: (Rel) plasmideo pBr322 relaxado controle; (Pos)
plasmideo pBr322 relaxado e girase (1U) na auséncia de inibidor; (linhas 1, 2, 3, 4) plasmideo
pBR322 relaxado, girase (1U) e os peptideos na auséncia de ion Zinco YacGAG1, YacGAG2,
YacGAG3 e YacGAG4, respectivamente. Corrida a 50 V por 2,5 horas.

Na Figura 37 € possivel observar a densitometria optica do gel referente aos
fragmentos YacGAG1, YacGAG2, YacGAG3 e YacGAG4, também na auséncia do ion
zinco. A Figura 33F mostra o total desaparecimento do pico atribuido a banda

correspondente ao DNA superenovelado (2).

A B C D E F

Figura 37 . Densitometria 6ptica do gel de agarose empregado no ensaio de inibicdo da DNA
girase pelos analogos peptidicos sem a presenca do ion zinco. Figura 37A plasmidio pBr322
relaxado; Figura 37B plasmidio pBr322 relaxado + DNA girase 1 (U) na auséncia do inibidor;
Figuras 37C, D E e F, pBr322 relaxado + DNA girase 1 (U) na presenca dos peptideos
YacGAG1, YacGAG2, YacGAG3 e YacGAG4 respectivamente.
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De uma maneira geral, todos os oito peptideos ensaiados apresentaram melhor
atividade inibitéria, na auséncia de Zn**. E possivel observar que o pico da banda do
DNA relaxado (1) é mais intenso, comparativamente & presenca de Zn**, em todos os
casos.

Porém, esta aparente melhora foi mais acentuada no caso dos peptideos néo
acetilados, especialmente YacGAGl e YacGAG4, onde o pico referente ao DNA
relaxado (1) foi mais intenso e a banda referente ao DNA superenovelado (2) ao qual
tem uma intensidade minima ou totalamente ausente em comparacdo com aqueles
complexados com o ion zinco.

E bem provavel que, na auséncia de Zn*?, as cadeias peptidicas possam adotar
conformacdes menos rigidas em solugéo, favorecendo o acesso da regido responsavel
pela atividade inibitéria ao sitio de ligacdo na DNA girase. A presenca de cargas nas
extremidades das sequéncias ndo acetiladas, devem também favorecer esta interacao,
na qual estdo envolvidas as cargas negativas das moléculas de DNA, que efetivamente
participam da formacdo de um complexo ternario Girase-DNA-peptideo (MARCHETTO
et al., 2001).

O que emerge dos resultados obtidos através dos ensaios de inibicdo da
atividade da DNA girase é que aparentemente, o dominio zinc-finger da YacG natural
ndo € exatamente o responséavel pela atividade inibitoria descrita para esta proteina.
Isso pode ser explicado pelo fato da atividade inibitoria dos diferentes peptideos ter
sido independente da presenca de Zn**, ou mais adequadamente, da formacéo do

complexo metélico peptideo-Zn?".

5.7. Ensaio de sensibilidade microbiana.

A atividade antimicrobiana dos peptideos produzidos foi avaliada pela analise do
crescimento bacteriano, em meio liquido, estimado através da determinagéo
turbidimétrica do meio de cultura pés-incubacao, na presenca dos diferentes peptideos,
na presenca ou auséncia de Zn*? e comparativamente aos controles positivo e
negativo, descritos no item 4.6. Nestes ensaios, o0 antibiético ciprofloxacina foi utilizado
para certificar a eficiéncia do método.
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Avaliando os dados representados na Figura 38, observa-se que, na auséncia
de zinco, a inibigdo do crescimento pelos fragmentos YacGAG1, YacGAG2, YacGAG3,
YacGAG3-AC e YacGAG4-AC nédo sao tao significativos quando comparados a inibicdo
do crescimento provocada pelos fragmentos YacGAG4, YacGAG1-AC e YacGAG2-AC,
mesmo tendo o0 YacGAG1 inibido em 44% o crescimento da Klebsciella pneumonie e
40% da Escherichia coli K-100.
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Figura 38 . Teste de sensibilidade microbiana aos peptideos sintetizados (120 umol.L™") na
auséncia de zinco. | — controle negativo contendo somente meio de cultura, Il controle positivo
contendo meio de cultura + bactérias, Il controle negativo contendo meio de
cultura+bactéria+ciprofloxacina. (leitura a 595 nm; volume amostra 200 uL)

De acordo com os resultados de inibigcdo, obtidos por eletroforese em gel de
agarose, o fragmento YacGAG4 demonstrou-se mais eficaz em inibir por completo o
crescimento das bactérias Salmonella sp, Escherichia coli K-100, Escherichia coli

0:157H e Klebsciella pneumonie, ndo tendo muito sucesso apenas na inibicdo do
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crescimento da bactéria Streptococos agalactae na qual conseguiu inibir somente 30%
do seu crescimento.

O fragmento YacGAG1-AC inibe quase que por completo o crescimento das
bactérias Escherichia coli K-100, Streptococos agalactae, Escherichia coli O:157H e
Klebsciella pneumonie ao qual resulta em inibicdo a valores de 92, 90, 97 e 99%
respectivamente, do crescimento, ndo tendo muita eficAcia somente sobre o
crescimento de Salmonella sp.

Observa-se também que o fragmento YacGAG2-AC demonstra atividade
inibitéria do crescimento contra Escherichia coli O:157H, inibindo 93% do seu
crescimento e 92% de Klebsciella pneumonie. Este fragmento consegue também inibir
cerca de 80% do crescimento de Escherichia coli K-100, n&o obtendo muito sucesso na
inibicdo de Salmonella sp e Streptococos agalactae na qual inibiu apenas 42% do
crescimento.

Na Figura 39 podemos observar a inibicdo do crescimento bacteriano pelos

fragmentos de YacG complexados com o ion zinco.
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Figura 39. Teste de sensibilidade microbiana aos peptideos sintetizados (120 umol.L™") na
presenca de zinco. | — controle negativo contendo somente meio de cultura, 1l controle positivo
contendo meio de cultura + bactérias, Il controle negativo contendo meio de
cultura+bactéria+ciprofloxacina. (leitura a 595 nm; volume amostra 200 pL).
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Com base nos dados apresentados na Figura 39 observa-se que o fragmento
YacGAG1 consegue inibir 63% da do crescimento da bactéria Klebsciella pneumonie,
44% do crescimento de Streptococos agalactae e 38% do crescimento de Escherichia
coli K-100.

YacGAG1-AC inibe o crescimento das bactérias Escherichia coli K-100,
Streptococos agalactae, Klebsciella pneumonie e Escherichia coli O:157H em 92, 71,
90 e 90% respectivamente. Ja YacGAG2-AC inibe o crescimento das bactérias
Streptococos agalactae, Klebsciella pneumonie e Escherichia coli O:157H em 60, 99, e
100% respectivamente.

Tanto na presenca, quanto na auséncia de zinco os peptideos YacGAG1-AC e
YacGAG2-AC demonstraram uma Otima capacidade de inibicdo, pois inibem o
crescimento de todas as linhagens de bactérias utilizadas no ensaio, exceto Salmonella
sp. Esta capacidade de inibicdo do crescimento bacteriano pode estar associada a
outros mecanismos de interacdo e inibicdo, ndo relativos a interagdo com a DNA
girase, uma vez que estes peptideos ndo apresentaram a capacidade de inibir a

atividade da DNA girase in vitro.
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6. CONCLUSOES

No planejamento, especificamente no caso das sequéncias YacGAGl e
YacGAG1-AC, foi adotada, na simplificacdo estrutural, a manutencdo das estruturas
secundarias caracteristicas do grupo Treble clef finger dos zinc-finger, basicamente
para avaliar a importancia deste dominio, na atividade inibitéria recentemente descrita
para YacG. A proposta dos demais peptideos, era exatamente a de avaliar a
importancia de residuos pontuais de cisteina, na coordenacdo com o Zn?*, além do
quanto este ion é importante na atividade de inibicdo da DNA girase.

De acordo com os resultados obtidos e apresentados neste trabalho,
aparentemente nem o domino estrutural, tampouco o fon Zn*? sdo importantes para
atividade inibitoria desta proteina. Surpreendentemente, o fragmento peptidico com
maior atividade foi aquele cujo dominio estrutural sequer existe (YacGAG4) e portanto
é incapaz de coordenar Zn*?.

Apesar dos zinc-fingers serem funcionalmente diversos por interagirem com uma
grande diversidade de biomoléculas, e estarem envolvidos nas ligacbes com acidos
nucléicos e interacdes proteina-proteina, o que aparenta é que no caso da YacG, estas
interacdes ndo estdo relacionadas com a Unica atividade descrita para esta proteina,
que € a inibicdo da acdo da DNA girase. Neste caso, € bem provavel que esta
propriedade deve estar relacionada com outra regido da proteina, que possa impedir 0
acesso do ATP ao seu sitio de ligagcao na cadeia B da enzima evitando o fornecimento
de energia de hidrélise, necesséaria para a quebra-ligacdo do DNA, catalisada pela

cadeia A da mesma enzima.

Desta forma € possivel enumerar algumas conclusées, a partir dos resultados

obtidos, tal como segue:

1. A metodologia de sintese de peptideos em fase sélida (SPFS) mostrou-se

uma técnica eficaz para a producéo peptideos com dominios zinc finger.

2. A titulagdo com fons Co™ é um procedimento adequado para o estudo de
coordenacdo de fons Zn*?, uma vez que este fon apresenta muito das propriedades

desejaveis de uma sonda espectroscopica.
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3. O fon Zn*? em YacG deve coordenar com quatro grupos SH pelo modo
tetraédrico, como demonstra o numero de bandas do espectro UV-visivel, atribuidas a

trés transicdes d-d que caracteriza uma esfera de coordenacéo tipo Cys4.

4. O fon Zn*? liga-se mais fortemente aos peptideos derivados do YacG, pois é

capaz de deslocar facilmente os fons Co*?, substituindo-o no mesmo sitio de ligac&o.

5. O dominio contendo os sitios de ligacdo de Zn*? na proteina YacG n&o deve
estar diretamente relacionado com o processo de inibicdo da atividade da DNA girase,

e sim com alguma atividade ainda nao descrita.

6. YacGAG4 demonstrou ser um bom inibidor de crescimento bacteriano,
possivelmente devido a maior liberdade estrutural imposta pela auséncia de interagéo
com fons Zn*? e melhor ajuste molecular ao sitio de ligacdo com a enzima, resultado de

interacdes ibnicas dos grupos terminais livres.

7. A capacidade inibitéria dos peptideos YacGAG1-AC e YacGAG2-AC frente ao
crescimento bacteriano, ndo confirmada pelos ensaios in vitro, evidenciam um

mecanismo de acao inibitoria diferente daquele que envolve a enzima DNA girase.
8. De um modo geral, o fragmento YacGAG4 constitui um bom ponto de partida

para o aprimoramento das sequéncias derivados do YacG, além de ser um bom

modelo para o desenvolvimento de novos inibidores da DNA girase.
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