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RESUMO

As doencas infeciosas estdo entre as principais causas de mortalidade em todo o
mundo, especialmente devido a crescente disseminacdo de bactérias patogénicas
resistentes aos antimicrobianos atualmente disponiveis. Diante deste cenério, a
pesquisa e o desenvolvimento de novos antimicrobianos, que possam atuar em
diferentes alvos intracelulares, torna-se de grande urgéncia e importancia. DNA
topoisomerases sdo enzimas essenciais para a regulacao dos processos fisiologicos
e viabilidade celular e ttm se mostrado um alvo bem atrativo para a acdo de varios
farmacos. Neste sentido, a pesquisa de novos inibidores de topoisomerases, incluindo
0s peptideos sintéticos, representa uma estratégia promissora no desenvolvimento de
uma nova classe de agentes terapéuticos. O uso de peptideos como antimicrobianos
apresenta importantes vantagens, como alta especificidade, diversidade nos
mecanismos de acdao, relativa facilidade no processo de sintese, capacidade de
impedir a formacéo de biofilme e raras ocorréncias de resisténcia bacteriana. Assim
sendo, a sintese de analogos dimerizados do peptideo WRWYCRCK se mostra uma
importante e eficiente abordagem, que pode vir a contribuir com o desenvolvimento
de novos e mais potentes inibidores de topoisomerases, candidatos a agentes
antimicrobianos. Neste trabalho, peptideos lineares, andlogos ao octapeptideo
WRWYCRCK, foram obtidos pela metodologia da fase sélida e submetidos a
processos oxidativos para a formacgédo de ligacbes dissulfeto direcionadas, com o
objetivo de avaliar o efeito do nimero e posicdo destas ligacdes, na inibicdo da
atividade de diferentes topoisomerases. A dimerizagao favoreceu a atividade inibitoria
do octapeptideo WRWYCRCK sobre as DNA topoisomerases, independentemente da
classe e da origem das mesmas. A maior susceptibilidade das topoisomerases aos
dimeros DimLin2 e DIimAPLIn2 sugere que ambos os residuos de cisteina e as
respectivas ligacdes dissulfeto sdo fundamentais para a inibicdo enzimatica, o que
corrobora o efeito bactericida e fungicida obtidos a baixas concentragbes para estes
peptideos. Os peptideos sintetizados ndo apresentaram atividade hemolitica e a
inibicdo do crescimento de células de fibroblastos da linhagem NIH/3T3 foi detectada
apenas em concentracfes superiores as necessarias para a inibicdo enzimética. De
uma maneira geral, os resultados obtidos se mostraram bastante promissores, uma
vez que a dimerizacao direcionada da sequéncia peptidica WRWYCRCK resultou na
obtencéo de novos inibidores de DNA topoisomerases, com grande potencial para o
desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos.

Palavras chave: peptideos, dimerizacdo, topoisomerases, antimicrobianos



ABSTRACT

Infectious diseases are among the leading causes of mortality worldwide, especially
due to the increasing spread of antimicrobial-resistant pathogenic bacteria currently
available. Given of this scenario, the research and development of new antimicrobial
drugs, which can act on different intracellular targets, become urgent and of utmost
importance. DNA topoisomerases are enzymes essential for the physiological
processes regulation and cell viability and have been shown a very attractive target for
various drugs. In this context, the search for novel topoisomerase inhibitors, including
synthetic peptides, represents a promising strategy in the development of a new class
of therapeutic agents. The use of synthetic peptides as antimicrobial drugs has
important advantages, such as high specificity, diversity in the mechanisms of action,
relative ease in the synthesis process, ability to prevent the formation of biofilms and
rare bacterial resistance occurrences. Therefore, the synthesis of dimerized analogues
of the WRWYCRCK peptide proves to be an important and efficient approach, which
may contribute to the development of new and more potent topoisomerase inhibitors,
candidates for antimicrobial agents. In this work, linear peptides, analogous to the
WRWYCRCK octapeptide, were obtained by the solid phase methodology and
subjected to oxidative processes for the targeted disulfide bonds formation, in order to
evaluate the effect of the number and position of these bonds, in the inhibition of the
activity of different topoisomerases. Dimerization favored the inhibitory activity of the
octapeptide WRWYCRCK on DNA topoisomerases, regardless of their class and
origin. The greater susceptibility of topoisomerases to DimLin2 and DIimAPLIn2 dimers
suggests that both cysteine residues and the respective disulfide bonds are
fundamental for enzymatic inhibition, which corroborates the bactericidal and fungicidal
effects obtained at low concentrations for these peptides. The synthesized peptides
did not show hemolytic activity and the inhibition of the growth of fibroblast cells of the
NIH/3T3 strain was detected only in concentrations higher than those required for
enzymatic inhibition did. In general, the results obtained showed to be quite promising,
since the targeted dimerization of the WRWYCRCK peptide sequence resulted in the
obtaining of new DNA topoisomerase inhibitors, with great potential for the
development of new antimicrobial agents.

Key words: peptides, dimerization, topoisomerases, antimicrobial
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1 INTRODUCAO

1.1 Prospeccéao de novos agentes antimicrobianos

Segundo dados do relatério global de resisténcia a antimicrobianos,
apresentados pela Organizacdo Mundial de saude (2014), este tipo de resisténcia
promove um grande impacto econémico e clinico, tanto para os pacientes quanto para
o sistema de saude. Em geral, os custos relacionados as infeccbes causadas por
microrganismos resistentes sdo, em até 5 vezes maiores, quando comparados
aguelas causadas por microrganismos suscetiveis. Entretanto suas influéncias
clinicas podem variar de acordo com o tipo de microrganismo ou o tipo de resisténcia
apresentada, e alguns géneros de bactérias de grande preocupacao mundial devido
a sua incidéncia e crescente taxa de resisténcia sdo: Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae, Salmonella ndo
tifdide, Shigella sp e Neisseria gonorrhoeae (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2014).

O Staphylococcus aureus, um microrganismo comumente encontrado
colonizando a pele do ser humano, € o agente patogénico responsavel por uma ampla
variedade de infecgbes. A primeira e mais comum forma de resisténcia descrita para
este microrganismo ocorre por meio da producao de enzimas 3-lactamases, que agem
hidrolisando a ligacdo amida do anel B-lactamico de antimicrobianos dessa classe,
impedindo assim seu mecanismo de ac¢do. Em 1981 ja eram encontradas cepas de
microrganismos resistentes a metilicina, farmaco desenvolvido no ano anterior, capaz
de promover a inibicdo do crescimento microbiano, inerte a acdo das enzimas [3-
lactamases. Porém, a insercdo de um gene plasmidial, levou o microrganismo a
expressar um novo tipo de proteina de ligacdo de penicilina (PBPa2), com menor
afinidade ao farmaco, e em decorréncia disso a uma nova forma de resisténcia. As
infeccbes causadas por cepas de Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA) séo extremamente dificeis de serem tratadas, restando como opg¢éo apenas
a vancomicina e a teicoplanina, que necessitam de maior monitoramento devido aos
possiveis efeitos colaterais (PANTOSTI; SANCHINI; MONACO, 2007).

Ja a Escherichia coli € encontrada na microbiota intestinal humana e animal, € a
promotora mais frequente de infec¢des do trato urinario incluindo infec¢bes renais.

Mesmo que a ocorréncia de resisténcia deste microrganismo esteja associado
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principalmente as fluoroquinolas, ndo € incomum encontrar cepas resistentes as
cefalosporinas de terceira geracao, resisténcia conferida principalmente por enzimas
conhecidas como [-lactamases de espectro estendidas (ESBLs), que de maneira
geral promovem resisténcia a uma ampla variedade de antibacterianos, fazendo com
gque em alguns casos 0s carbapenémicos sejam a Unica opcdo disponivel para
tratamento (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014).

Escherichia coli resistentes, principalmente as fluoroquinolonas, tendem a levar
um maior numero de infectados para Unidade de Terapia Intensiva (UTI), enquanto
Staphylococcus aureus resistente a meticilina resultam em um significante aumento
da mortalidade, assim como maior numero de ocorréncia de choque séptico e um
maior tempo de hospitalizacdo. Esses dois microrganismos séo responsaveis por 21%
dos casos de infeccdo hospitalares e aproximadamente 2 milhdes de casos de
infeccbes por bactérias resistentes anualmente (THABIT; CRANDON; NICOLAU,
2015).

Streptococcus pneumoniae, promovem varios tipos de infec¢cbes comuns, tal
como otites, no entanto tem a capacidade de promover infecgdes de maior gravidade
como por exemplo bacteremias e meningites, sendo ainda a principal causa de
pneumonia bacteriana no mundo, sua resisténcia ao farmacos B-lactamicos, assim
como ocorre com 0 S. aureus, esta relacionada a mutacdes nos genes que codificam
as proteinas de ligacdo da penicilina (PBPs), embora também sejam detectadas
outros mecanismos de resisténcia n&o-PBPs. (HAKENBECK; BRUCKNER;
DENAPAITE; MAURER, 2012; MITCHELL; MITCHELL, 2010).

Assim como a E. coli, as bactérias do género Klebsiella sdo frequentemente
encontradas na microbiota e promovem infeccbes em hospedeiros com o sistema
imune debilitado, atualmente é a principal causa mundial de infeccbes causada por
bactérias resistentes aos carbapenemicos em todo o mundo. Esta resisténcia, em
especial se faz ainda mais preocupante, uma vez que as demais opg¢des de tratamento
disponiveis sao ineficazes (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014).

A Neisseria gonorrhoeae € o agente etioldgico da gonorreia, a segunda infec¢ao
sexualmente transmissivel (IST) com maior nimero de casos no mundo e se nao
houver tratamento adequado pode levar a uma série de complicagbes. Pode-se
afirmar que ha microrganismos resistentes para todos os agentes terapéuticos usados
ao longo de décadas no combate a gonorreia, inclusive para os medicamentos

utilizados atualmente, como as ciprofloxacina, ceftriaxona, cefixima e azitromicina. A
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resisténcia desses microrganismos aos antimicrobianos, ocorre devido a uma grande
variedade de mecanismos moleculares distintos, desde mutacdes nas regides de
ligacdo das topoisomerase do tipo Il com o DNA, diminuindo assim sua capacidade
de interacdo com as quinolonas, até muta¢des das PBP2 ocasionando uma menor
suscetibilidade para penicilinas (COSTA-LOURENCO; BARROS DOS SANTOS;
MOREIRA; FRACALANZZA et al., 2017).

A Shigella spp € um importante agente causador de doencas diarreicas,
ocorrendo uma maior taxa de transmisséao, principalmente em paises com condicfes
sanitarias deterioradas. Estimativas atribuem a Shigella a causa de ao menos 160.000
mortes por ano (um terco delas associadas a criancas). Embora seja uma doenca
autolimitada, opta-se pela utilizacdo da antimicrobianos, visando impedir o seu
agravamento durante o curso da doencga, assim como prevenir a sua transmissao.
Sendo ainda, bem documentada a ocorréncia de resisténcia para todos o0s principais
antibioticos utilizados em seu tratamento como ampicilina, sulfametoxazol-
trimetoprima e &cido nalidixico (BAKER; THE, 2018; SETHUVEL; PERUMALLA;
ANANDAN; MICHAEL et al., 2019).

A Salmonella ndo tifoide € um género de bacilos do tipo Gram-negativo,
colonizador do trato intestinal de uma ampla gama de animais. E uma das principais
causas de doencas infecciosas gastrointestinais em todo mundo e a infec¢do humana
ocorre principalmente por meio da contaminacdo dos alimentos. A resisténcia
apresentada por esses microrganismos € influenciada pela utilizagcdo de
antimicrobianos tanto em humanos quanto em animais. Destaca-se a importancia
clinica da resisténcia as fluoroquinolonas e as cefalosporinas de terceira geracao,
uma vez que estes sao os principais farmacos utilizados no tratamento das infeccdes
provocadas por esses microrganismos em pessoas com sistema imune debilitado ou
que apresentem outras comorbidades (MCDERMOTT PATRICK; ZHAO; TATE;
AARESTRUP FRANK et al., 2018).

E importante ressaltar ainda, a relevancia de outros agentes infecciosos, tal
como o bacilo Mycobacterium tuberculosis, causador da tuberculose, doenca
infecciosa bacteriana que mais mata no mundo. Em 2019, infectou mais de 10 milhdes
de pessoas (com 1,5 milhdes de 6bitos), sendo 3,3% atribuidos a M. tuberculosis
resistente, um acréscimo consideravel, comparado aos 2,3% registrados em 2016.
Estima-se que deste total, 78% foram infectados por bactérias resistentes para ambos

0s medicamentos: rifampicina e isoniazida. Neste caso, as op¢des de tratamento se
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tornam ainda mais complicadas e ineficientes, sendo necessario estender o tempo de
tratamento, bem como o uso de outros medicamentos altamente toxicos e de baixa
eficacia (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020).

Adicionalmente, ha de se considerar o agravamento dos casos de tuberculose
devido a coinfeccao pelo SARS-CoV-2. Devido a influéncia deste virus e de possiveis
imunossupressores, a funcdo imunolégica pode ser temporariamente inibida,
resultando em exacerbacao da tuberculose causada pela reativagéo ou infeccao do
M. tuberculosis, o que agrava o problema de resisténcia aos antimicrobianos (YANG;
LU, 2020).

Por sua vez, a Candida spp é uma levedura comensal presente na microbiota da
maioria dos seres humanos, muito comumente encontrada na pele, trato
gastrointestinal e geniturinario (ENOCH; LUDLAM; BROWN, 2006). Entretanto, uma
vez que o sistema imune se encontre comprometido, a mesma pode causar a
candidiase, infeccdo causada por fungo oportunista com maior incidéncia no mundo,
destacando-se ainda a espécie Candida albicans como a principal causadora dessa
doenca, entre 50-90% dos casos (MARTINS; FERREIRA; BARROS; SILVA et al.,
2014).

Dentre as varias estratégias da Candida spp visando a sobrevivéncia frente ao
sistema imune do hospedeiro, destacam-se a alteracdo dos componentes da parede
celular, mudancas morfolégicas, inativacdo do Sistema Complemento do hospedeiro,
expressdo de fatores de viruléncia, capacidade de producdo de proteinas que
promovem sua adesdo e invasao celular, além de apresentar mecanismos que
conferem resisténcia a antifangicos amplamente utilizados como o fluconazol, sendo
assim também essencial a busca por novas estratégias biotecnolégicas no
desenvolvimento de novos antiflngicos mais eficientes contra esses agentes
infecciosos (GOW; YADAV, 2017; REIS ZAMBOM; HENRIQUE DA FONSECA;
SANTESSO GARRIDO, 2020; THABIT; CRANDON; NICOLAU, 2015).

1.2 Antimicrobianos no contexto da pandemia de Covid-19

A pandemia de COVID-19 foi ocasionada pelo agente etiologico SARS-COV-2
(Sindrome respiratéria aguda grave-coronavirus 2), um virus de RNA de fita simples
de sentido positivo, com a capacidade de infectar células epiteliais do sistema

respiratorio, por meio de goticulas de saliva, tosse e espirro, no ar, contato mao-boca-
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olho e através de superficies contaminadas (MACHHI et al., 2020). O SARS-COV-2
ja infectou ao menos 137 milhdes de pessoas (10% so6 no Brasil), levando a um
namero de Obitos préximo a 3 milhdes a nivel global (12% no Brasil), segundo dados
levantados pela Organizacdo Mundial da Saude, em abril de 2021 (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2021).

E extensivamente descrito na literatura que durante periodos de surtos virais,
infeccdes secundarias ou coinfecgdes bacterianas podem induzir a um aumento nas
taxas de morbidade, com agravamento prolongado dos sintomas e mortalidade em
pacientes com infec¢des virais (BEADLING; SLIFKA, 2004). KNIGHT e colaboradores
(2021) relataram que coinfeccdes bacterianas ocorrem em 3,5% dos pacientes
hospitalizados com COVID-19, chegando a 8,1% em pacientes gravemente enfermos,
enquanto que as infeccdes secundarias ocorrem em ao menos 14,3% dos pacientes
com COVID-19 (KNIGHT et al., 2021). Em um estudo retrospectivo realizado nos
Estados Unidos, durante os meses de marco e abril de 2020, foi observado que os
pacientes que apresentaram um quadro de coinfeccao respiratéria com SARS-CoV-2
tinham uma alta taxa de internacédo e agravamento do estado de saude, sendo que
de um total de 91 pacientes, 93% necessitaram de UTIs e 95% precisaram ser
intubados (NORI et al., 2021). Estudos realizados em modelos animais demonstraram
que coinfeccdes bacterianas tem uma maior capacidade de invaséo tecidual,
frequentemente evoluindo em posterior bacteremia (ALONSO et al., 2003).

As infecces virais respiratorias tém a capacidade de alterarem negativamente
a capacidade de resposta do sistema imune inato no tecido pulmonar, uma vez que a
alta carga de células apoptéticas, em decorréncia da infec¢do viral, limitam a
capacidade dos macrofagos fagocitarem as células bacterianas (MORGAN et al.,
2018).

Destacam-se Staphylococcus aureus e Streptococcus pneumoniae como as
bactérias mais comumente encontradas em coinfecgdes com influenza B,
representando 80% dos achados clinicos, enquanto que as bactérias mais
encontradas em coinfeccdes em pacientes hospitalizados com COVID-19 séo
Escherichia coli e S. pneumoniae, cada um representando 28,6% dos achados
(THELEN et al., 2021). O que torna esse quadro mais grave € gue no caso da E. coli,
as contaminacgdes por bactérias gram-negativas apresentaram uma taxa superior de

resisténcia aos medicamentos utilizados (15%) (NORI et al., 2021).
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1.3 DNA topoisomerases: alvos estratégicos para novos farmacos

Uma nova e importante abordagem visando o desenvolvimento de novos
antimicrobianos, se faz por intermédio da sintese de inibidores das enzimas DNA
topoisomerases, cujas funcdes relacionam-se a regulacédo dos processos fisioldgicos
e na viabilidade celular dos microrganismos (KATHIRAVAN et al., 2013).

A necessidade fundamental das topoisomerases deriva da estrutura de dupla-
hélice do DNA. A maioria dos processos metabdlicos que necessitam de acesso as
informacBes armazenadas no DNA, como replicacéo, transcricdo, recombinacao e
reparo, requer a separacao temporaria ou permanente das fitas complementares da
dupla hélice o que, inevitavelmente, levam a mudancas na topologia do DNA, como o
aumento excessivo da tensdo, que pode levar a sua fragmentacdo (BUSH; EVANS-
ROBERTS; MAXWELL, 2015). Essas mudancas na topologia séo resolvidas pelas
DNA topoisomerases, uma familia de enzimas onipresente, que atuam ligando-se ao
DNA, clivando uma ou ambas as fitas da dupla hélice, passando a outra fita da mesma
hélice ou outra fita dupla através da quebra e, finalmente religando-as, diminuindo
assim, a tensdo da dupla fita e, como consequéncia, evitando que ocorra
enovelamento e instabilidade do genoma durante estes e outros processos
metabolicos (POMMIER et al., 2016).

Tomando como base seus mecanismos de acao e semelhancas sequenciais, as
DNA topoisomerases sao divididas em duas principais classes: topoisomerases tipo
| e topoisomerases tipo Il (CHAMPOUX, 2001; VOS et al., 2011). Ambas conseguem
reagir reversivelmente com o DNA por meio da reacdo denominada topoisomerizacao,
a qual mantém as sequéncias do DNA inalteradas. De uma maneira geral, estas
enzimas clivam o esqueleto das ligacdes fosfodiéster do DNA por meio do ataque
nucleofilico do residuo de tirosina localizado no seu sitio ativo, resultando na formacao
de uma ligacdo com o fosfato terminal da quebra do DNA enquanto libera a regido
hidroxilada. Em seguida, ha a restauracéo da ligacao fosfodiéster por meio da reacao
entre a fosfotirosina formada durante a quebra e a extremidade que contém a hidroxila,
na fita livre do DNA (FORTERRE et al., 2007; POMMIER et al., 2010).

Como principal divergéncia, as topoisomerases tipo | clivam apenas uma das
fitas do DNA, ndo sendo necessario nenhum cofator de energia para realizar esta
reacao, usando apenas a energia obtida da rotacéo da propria fita de DNA, enquanto

gue as topoisomerases tipo Il executam a quebra e religagédo de ambas as fitas do
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DNA simultaneamente, sendo necessario ATP (adenosina trifosfato) para a realizacéo
deste evento (CORBETT; BERGER, 2004).

As topoisomerases tipo | podem ainda ser subdivididas em duas familias
denominadas tipo IA e tipo IB. As topoisomerases tipo IA sdo predominantes em
espécies de procariotos e se ligam covalentemente ao grupo fosfato 5’ da fita do DNA
durante a clivagem, enquanto as topoisomerases tipo IB sédo encontradas
predominantemente em espécies de eucariotos e se ligam covalentemente a
extremidade 3’ do local de clivagem, ambas pelo residuo de tirosina presente no sitio
ativo da enzima (CHAMPOUX, 2001; CORBETT; BERGER, 2004). Embora ambas,
IA e IB, compartilhem funcédo e tenham semelhanca em seus mecanismos de acao
(Figura 1A), ndo ha homologia entre suas sequéncias de aminoacidos e sao
estruturalmente distintas (FORTERRE, et al., 2007).

Figura 1. Modo de ligacdo das DNA topoisomerases tipo | e |l

A Topoisomerase tipo I

s® OH 3

o 5°

3*
< 3- / Tipo LA
-+
3" 5° \ : \-
Topo 1 5° HO 3
3 P

Tipo
B

Topoisomerase tipo Il

Fonte: Adaptado de HOLDEN, 2001.

J& a classe das topoisomerases tipo Il é subdividida nas familias tipo IIA e tipo
[IB, das quais todos os membros séo estruturalmente relacionados e caracterizados
pela formagdo de uma ligagdo 5-fosfotirosina durante a clivagem (Figura 1B). As
topoisomerases tipo IIA sdo encontrados tanto em espécies de eucariotos como de
procariotos, enquanto que as topoisomerases do tipo 11B, sdo encontradas apenas em
em archeas e algumas espécies de virus. Normalmente, estas enzimas apresentam-
se como homodimeros em eucariotos, enquanto em organismos procariotos
apresentam-se como heterotetrameros (CORBETT; BERGER, 2004; TAKAHASHI et
al., 2020).
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Embora os eucariotos inferiores sejam capazes de expressar apenas um tipo da
topoisomerase do tipo llA, duas isoformas dessas enzimas sdo expressas nos
vertebrados, a topoisomerase lla (170 kDa) e a lIf (180 kDa) (Figura 2), as quais
compartilham uma identidade de até 70% na sequéncia de aminoécidos, mas sdo
expressas por diferentes genes e possuem fungdes distintas, sendo a atividade de
ambas, essenciais para os mamiferos (FORTUNE; OSHEROFF, 2000;
MCCLENDON; OSHEROFF, 2007).

Outra diferenca importante entre estas duas isoformas é que enquanto as
topoisomerases I3 sdo constitutivamente ativadas, as topoisomerases lla passam a
ser reprimidas ap6s o processo de proliferacdo celular. Estruturalmente ambas
podem ser divididas em 3 regides: a regido N-terminal, responsavel pela ocorréncia
da ligacdo com o ATP e inducdo de mudancas conformacionais na proteina; a regiao
central onde se localiza o sitio ativo (residuo de tirosina), responsavel por promover a
ligacdo, quebra e posterior religacdo da dupla fita de DNA; e a regido C-terminal,
responsavel pelas diferengas funcionais entre as topoisomerases lla e I, sendo as
duas primeiras altamente conservadas (LINKA et al., 2007; NITISS, 2009).

Figura 2. Estrutura comparativa das topoisomerases lla e 113

Topoisomerase lla Topoisomerase |13

Fonte: Elaborada pelo autor (PDB: 4FM9, 5zen) (modificada com Maestro)

A DNA girase, uma topoisomerase do tipo Il bacteriana, € essencial para

viabilidade do microrganismo, destacando-se como a Unica enzima capaz de
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promover o superenrolamento negativo do DNA. Por ser uma enzima essencial para
a bactéria e estar ausente no ser humano, sua utilizagdo como alvo de possiveis
agentes antimicrobianos é amplamente descrita na literatura. Esta enzima é
constituida de duas subunidades A (GyrA) e duas B (GyrB), as quais estdo unidas
formando um heterotetrdmero A2B2, que corresponde a sua forma ativa. A subunidade
A é constituida de um dominio amino-terminal, que € essencial para 0 mecanismo de
quebra-unido do DNA e para a interagcdo com quinolonas, além de um dominio
carboxi-terminal, responsavel por interagdes com o DNA. A subunidade B contém um
dominio N-terminal, o qual inclui o sitio de ligacdo do ATP, bem como um dominio
carboxi-terminal envolvido na interacdo com o DNA (KHAN et al., 2018).

A topoisomerase IV (Topo 1V), também é uma topoisomerase do tipo IIA e
compartilha com a DNA girase consideravel similaridade estrutural e catalitica, sendo
também constituida por quatro subunidades, duas ParC e duas ParE, tendo como
forma ativa o heterotetramero ParCzParEz (POMMIER et al., 2010). Semelhantemente
a GyrA, a subunidade ParC possui na regidao C-terminal o sitio de ligacdo enzima-
DNA, enquanto a regido N- terminal contém o dominio que envolve a clivagem e
religacdo do DNA. A subunidade ParE, que corresponde a GyrB, possui ha regido C-
terminal o dominio que envolve a interacdo com ParC e na regido N-terminal o sitio
de hidrélise de ATP (EL SAYYED; ESPELI, 2018).

Apesar da similaridade entre as enzimas, elas diferem entre si em um aspecto
fundamental: a DNA girase envolve o DNA ao redor de si mesma, enquanto a Topo
IV ndo. Essa sutil diferenca favorece a atividade da Topo IV no desencadeamento do
DNA (Figura 3), além de dota-la de certa especificidade em termos de relaxamento
(NEUMAN, 2010; EL SAYYED; ESPELI, 2018).

Figura 3. Reacdo de desencadeamento do material genético

Encadeamento Desencadeamento

0 OO

Fonte: Elaborada pelo autor via plataforma BioRender
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1.4 Inibidores peptidicos de topoisomerases

Inibidores de topoisomerases conhecidos sdo classificados em inibidores de
topoisomerases do tipo | (classe ) e inibidores de topoisomerases do tipo Il (classe
II), de acordo com a classificacdo da enzima alvo. Embora ambas as classes
promovam a inibicdo das topoisomerases, apenas os inibidores da classe | acarretam
0 acumulo do DNA danificado no citoplasma, devido a diferengca em seu mecanismo
de acdo, agindo apo6s a abertura da dupla fita de DNA e impedindo que a enzima
possa promover sua posterior religacdo (JENEN; SEHESTED, 1997). Neste caso, ha
uma estabilizacdo do complexo enzima-DNA formado durante a quebra da fita do DNA
(WANG, 1994). Nesta categoria incluem-se, por exemplo, alguns compostos quimicos
naturais e sintéticos utilizados para o tratamento do cancer, tais como a camptotecina
e seus derivados topotecan e irinotecan (GRANADA et al., 2007).

Inibidores da classe Il sdo chamados de inibidores cataliticos e impedem a
ligagdo enzima-DNA por interagdo com a topoisomerase ou com o DNA (BRIDEWELL,;
FINLAY; BAGULEY, 1997; FORTUNE; OSHEROFF, 1998). Exemplos desta classe
sdo as quinolonas, as quais atuam sobre as enzimas bacterianas DNA girase e
topoisomerase IV e os inibidores das topoisomerases Il de eucariotos, que incluem a
doxorubicina, o etoposido e o teniposide (DAS; GANGULY; MAJUMDER, 2008;
FORTUNE; OSHEROFF, 2000).

Peptideos sintéticos tém sido descritos como os inibidores ideais da atividade de
topoisomerases, isoladamente ou em combinacdo com pequenas moléculas de
farmacos (POND; MARSHALL; BARROWS, 2006; SINGH et al., 2001). Diversos
estudos mostram uma série de peptideos com potencial atividade inibitéria sobre
topoisomerases de bactérias (BARBOSA et al., 2012), de virus (KLEMM et al., 2000)
e de protozoérios (ROY et al., 2011).

As perspectivas para o desenvolvimento de novas espécies com acao
antibacteriana e antitumoral incluem o estudo de moléculas peptidicas obtidas por
quimica combinatéria, ou seja, técnica que usa a combinagdo quimica de todos os
aminoacidos, potencialmente em todas as combinacdes e permutagdes,
possibilitando que milhares de moléculas sejam geradas rapidamente e ensaiadas de
uma so6 vez (SHAIKH; NAKAWADE; DOIJAD, 2017).

Nos ultimos anos, diversos estudos foram realizados utilizando bibliotecas

combinatdrias de peptideos como ferramentas para a descoberta de novos inibidores
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de enzimas importantes para o metabolismo do DNA, tais como as tirosina-
recombinases e topoisomerases (BOLDT; PINILLA; SEGALL, 2004; CASSELL et al.,
2000; FUJIMOTO; PINILLA; SEGALL, 2006; KLEMM et al., 2000). Estas enzimas
compartilham caracteristicas estruturais e de mecanismos, sendo as tirosina-
recombinases consideradas um sub-ramo da familia das topoisomerases do tipo IB
(HANSEN, FRZHLICH; KNUDSEN, 2003).

Uma série de hexapeptideos inibidores de varias reagfes cataliticas de tirosina-
recombinases foram identificados a partir de triagens de bibliotecas combinatorias
(BOLDT; PINILLA; SEGALL, 2004; CASSELL et al., 2000). N&ao surpreendentemente,
estes peptideos também apresentaram inibicdo da topoisomerase IB do virus vaccinia
(vwTopol) (KLEMM et al., 2000).

O peptideo WRWYCR foi relatado como o melhor inibidor das enzimas testadas,
tendo demonstrado, em estudos subsequentes, um largo espectro de acdo contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Dentre o0s mudltiplos possiveis
mecanismos até entdo descritos para este peptideo, estdo inclusos o de
recombinacdo e reparo do DNA e a disrupcdo nédo litica da membrana celular
bacteriana (GUNDERSON et al., 2009; GUNDERSON; SEGALL, 2006; RIDEOUT et
al., 2013) A retriagem dessas bibliotecas combinatdrias resultou na identificacdo de
trés novos peptideos, WYCRCK, KCCRCK e WRWYCRCK, com elevada atividade
inibitéria da vwTopol. Dos trés peptideos citados, o octapeptideo WRWYCRCK, foi 0
mais potente inibidor das topoisomerases IB testadas. Este peptideo inibiu vvTopol
com valores de ICso entre 0,1 e 0,25 umol.Lt. Embora estruturalmente nao
relacionada a topoisomerases IB, a Topo IA de Escherichia coli também foi inibida,
porém em menor extensdo, com valor de ICso igual a 5,5 ymol.L* (FUJIMOTO;
PINILLA; SEGALL, 2006) Estudos realizados por Roy e colaboradores (2011),
envolvendo peptideos derivados da sequéncia WRWYCR e a topoisomerase | de
Plasmodium falciparum (pfTopol), mostraram efeito inibitério sobre a atividade de
relaxamento do DNA pela pfTopol, com valor de ICso entre 2,5 a 5 umol.L2, tendo sido
descrito a potencializacéo da inibicdo quando o peptideo se encontra dimerizado.

1.5 Sintese de peptideos em fase soélida

Peptideos sdo biomoléculas formadas pela unido entre dois ou mais residuos de

aminoacidos através de ligacdes peptidicas. Estes compostos podem ser produzidos
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de forma natural ou por diferentes metodologias sintéticas, tais como clonagem
génica, sintese enzimatica e sintese quimica (MACHADO et al., 2004).

Classicamente, desde o inicio do século XX, todo processo relacionado a sintese
de um peptideo ocorria quimicamente e em solu¢do. H& mais de seis décadas, uma
inovadora metodologia para a sintese de peptideos veio revolucionar a sintese
organica por suas caracteristicas peculiares, uma vez que abandonou a tradicional
rotina de sintese em solucao e introduziu o uso de polimeros insollveis como suporte
(MERRIFIELD, 1963). Este método foi denominado entdo de sintese de peptideos em
fase sélida (SPFS).

A SPFS baseia-se no crescimento de uma cadeia peptidica a partir de seu grupo
carboxilico C-terminal, que se encontra unido covalentemente ao suporte polimérico.
Assim, o crescimento da cadeia peptidica ocorre no sentido do aminoéacido C-terminal
para o N-terminal. A remocéao de subprodutos de reacao e reagentes em excesso em
cada etapa € realizada por simples filtracdo e lavagem. Este fato influencia
favoravelmente para que se possam utilizar grandes excessos de reagentes,
conseguindo em muitas etapas, rendimentos bem satisfatorios (MERRIFIELD, 2002).
Essas caracteristicas, juntamente com a capacidade de automatizar 0 processo séo
algumas das vantagens que fizeram da SPFS o método de escolha mais utilizado
atualmente para a sintese de peptideos.

As duas principais estratégias para a SPFS séo: a quimica terc-butiloxicarbonila
(Boc) e a 9-fluorenilmetiloxicarboxila (Fmoc). Ambas se baseiam na protecao
temporaria do grupamento a-aminico dos aminoacidos com um dos dois protetores,
Boc (ANDERSON; MCGREGOR, 1957) ou Fmoc (CARPINO, 1970), que se
diferenciam, principalmente, quanto a labilidade &cido-base (Figura 4).

Figura 4. Protetores usuais para o grupo a-amina na metodologia de SPFS.

VeV

CH3CHs
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O
CHs O
t-Butiloxicarbonila S-Fluorenilmetiloxicarbonila
(Boc) (Fmoc)

Fonte: Elaborada pelo autor
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Em ambas as estratégias de sintese, para que ocorra a formacdo da ligacao
peptidica, € necessario que o grupo carboxila livre do aminoacido que sera acoplado,
seja ativado com agentes acilantes, gerando uma espécie mais suscetivel ao ataque
nucleofilico pelo grupo a-amino do aminoacido que permanece ligado a resina e,
assim, formar a ligacao peptidica (JARADAT, 2018). Este processo tem sido uma das
etapas da sintese de peptideos que mais evoluiu nos ultimos anos, justamente pelo
interesse em se obter bons rendimentos, mantendo-se a integridade da cadeia em
crescimento.

Os reagentes de acoplamento (agentes acilantes) mais utilizados sdo as
carbodiimidas [diisopropilcarbodiimida (DIC)], as hidroxilaminas [1-hidroxibenzotriazol
(HOBLt) ou 7-aza-1-hidroxibenzotriazol (HOALt) e sais de uronio [hexafluorfosfato de 2-
(1-H-Benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronico (HBTU) e O-(7-azabenzotriazol-1-il)-
1,1,3,3-tetrametiurdnio (HATU)].

Apoés a conclusédo da sintese da cadeia peptidica desejada, a proxima etapa
consiste na clivagem do peptideo da resina, utilizando HF na estratégia Boc ou acido
trifluoracético (TFA) na estratégia Fmoc (Figura 5).

Finalmente, a cromatografia liquida de fase reversa é empregada como técnica
de escolha para a purificacdo e a espectrometria de massas para a determinacéo da
identidade quimica de peptideos sintéticos (MACHADO et al., 2004).

1.6 Justificativa e Hipdtese

Estudos realizados apontam a forma dimérica do peptideo WRWYCRCK como
a mais ativa, visto que a adicao de DTT neutraliza o efeito inibitério destes peptideos.
A grande sensibilidade ao DTT sugere que os peptideos podem se ligar & molécula
de DNA, especialmente na sua forma dimérica, formando oligbmeros e inibindo a
clivagem do DNA pela topoisomerase (FUJIMOTO; PINILLA; SEGALL, 2006). Por
outro lado, ndo h& nenhuma informacéo relativa quanto ao niamero e ao tipo das
ligacdes dissulfeto envolvidas na atividade desta sequéncia peptidica.

Desta forma, o peptideo WRWYCRCK representa um grande potencial a ser
explorado, sendo que seus derivados dimerizados por oxidagao direcionada, podem
vir a se tornar potenciais candidatos para o desenvolvimento de novos agentes
terapéuticos inibidores de DNA topoisomerases especialmente bacterianas e virais, e

em um segundo estagio, enzimas de células tumorais.
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Face ao exposto, visando obter ao final deste trabalho informacgfes que ampliem o
conhecimento relativo a influéncia da ligacéo dissulfeto na capacidade de inibicao de
de topoisomerases, foram planejados uma série de dimeros com mudancas
direcionadas na quantidade (uma ou duas ligacdes) e posicao das liga¢des dissulfeto,

formando dimeros paralelos e antiparalelos.

Figura 5. Esquema comparativo das estratégias Fmoc e Boc, utilizadas na SPFS. Os circulos
coloridos formando a palavra PEPTIDEO e as estrelas coloridas representam,
respectivamente, os residuos de aminoacidos utilizados na sintese e o0s protetores
permanentes das cadeias laterais reativas dos mesmos.
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Fonte: Elaborada pelo autor

34



2 OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho consiste na avaliacdo do efeito da dimerizacdo na
atividade bioldgica do peptideo WRWYCRCK.

De modo especifico os objetivos sao:

e Sintetizar quimicamente analogos lineares do peptideo WRWYCRCK, pela
metodologia de fase sélida;

e Promover a oxidacao direcionada dos residuos de cisteina para a obtencao de
dimeros paralelos e antiparalelos do peptideo WRWYCRCK;

e Investigar o potencial inibitério dos peptideos frente a diferentes classes de
DNA- topoisomerases;

e Avaliar a atividade antimicrobiana dos peptideos através de ensaios de
determinacao da concentragao inibitéria minima (CIM) e tempo de morte “time
kill”;

¢ Investigar a atividade hemolitica dos peptideos sintetizados;

e Avaliar possivel capacidade de inibicdo dos peptideos em células de linhagem
tumoral por meio dos ensaios de viabilidade celular;

e Analisar o efeito citotoxico dos peptideos sobre a viabilidade de células

humanas ndo-tumorais;
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Desenho e sintese de peptideos

Uma série de peptideos lineares analogos do octapeptideo WRWYCRCK, um
potente inibidor de topoisomerase IB de Plasmodium falciparum e Virus vaccinia e
topoisomerase IA de Escherichia coli, foram projetados para estudar a influéncia de
alguns fatores como nimero e posicao das ligacdes dissulfeto, na atividade de inibicdo
das DNA topoisomerases (Tabela 1). Os peptideos foram sintetizados quimicamente
pelo método de fase solida (AMBLARD et al., 2006; JARADAT, 2018), de acordo com
protocolo padrdo que emprega o0 grupamento base-labil Fmoc (9-
fluorenilmetiloxicarbonila) como protetor dos a-amino grupos, e derivados t-butilicos
(t-Bu) para a protecao das cadeias laterais de residuos de aminoéacidos trifuncionais
(CHAN; WHITE, 2000).

Tabela 1. Estrutura primaria dos peptideos sintetizados.

Lin2 IWRWYCRC(Acm)K8-NH2

Lin3 IWRWYCRC(Acm)K®

Lin4 IWRWYC(Acm)RC(Npys)K8E-NH2
A’Lin2 IWRWYCRAKE&-NH2
ASLin4 IWRWYARC(Npys)K8-NH2

Acm = Acetamidometila; Npys = 5-nitro-2-piridinosulfenila

Fonte: Elaborada pelo autor

A resina de partida para todas as sequéncias, com excecao de Lin3, foi uma Rink
amida MBHAR, com substituicdo inicial de 0,52 mmol.g. Para Lin3, empregou-se
uma Resina de Wang com o residuo de Lisina pré incorporado (Fmoc-Lys(Boc)-
Resina com 0,32 mmol.gt). Para a etapa de acoplamento de cada aminoacido, foi
utilizado um excesso molar de 3 vezes em relacédo a quantidade de resina de partida,
tanto para 0 Fmoc-aminocido quanto para os agentes de condensagdo N,N’-
diisopropilcarbodiimida/N-hidroxi-benzotriazol (DIC/HOBt) em dimetilformamida

(DMF):diclorometano (DCM) (1:1), por aproximadamente 2 horas (Etapa 1 — Figura 6).
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Foram utilizados os seguintes grupos protetores de cadeias laterais reativas dos
Fmoc-aminoacidos: Lisina (K), Boc; Cisteina (C), Acm e Trt; Arginina (R), Pbf; Tirosina
(Y), tBu; Triptofano (W), Boc.

A desprotegao dos grupos a-aminicos (remocao do grupo Fmoc), apés a entrada
de cada aminoacido, foi realizada empregando-se uma solucéo de 4-metil-piperidina
20% (v/v) em DMF. (Etapa 2 — Figura 6). A eficiéncia das etapas de entrada de cada
aminoacido foi monitorada pelo teste de ninidrina (KAISER et al., 1970) e, quando
positivo (condensagéo incompleta), o processo era repetido com 50% da quantidade

inicial dos reagentes.

Figura 6. Esquema ilustrativo da sintese do peptideo Lin2 pela metodologia da fase sélida e
estratégia Fmoc (Acm = acetamidometila; Boc = t-butiloxicarbonila; Pbf = 2,2,4,6,7-
pentametildi-hidrofurano-5-sulfonila; tBu = t-butila; Trt = tritila).
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Residuos

Fonte: Sanches et al., 2021 modificada.

A clivagem final dos peptideos das respectivas resinas e a desprotecao dos
grupos protetores das cadeias laterais foi realizada utilizando 1 mL de uma solucéo
de clivagem (Tabela 2) para cada 100 mg de peptidil-resina, a temperatura ambiente

por 2 h sob agitagcéo (Etapa 3 - Figura 6).
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Tabela 2. Composicéo das solu¢des de clivagem.

Solucdes (%)

2,2"-ditiobis(5-nitropiridina

Lin2 94 1 2,5 2,5
Lin3 94 1 2,5 2,5

Lin4 95 2,5 2,5 - 5 eq.
A"Lin2 94 1 2,5 2,5

ASLind 95 2,5 2,5 - 5 eq.

TFA: &cido trifluoracético; TIS: triisopropilsilano; EDT: etanoditiol

Fonte: Elaborada pelo autor

Para obtencgédo dos peptideos Lin4 e ASLin4, o protocolo padréo foi alterado pela
substituicdo de EDT pelo 2,2’-ditiobis-(5-nitropiridina) (DTNP), na mistura de clivagem.
Neste caso, durante a clivagem, ocorre a desprotecdo do grupo tiol da cisteina
(retirada do grupo tritila) e a sua concomitante oxidacdo, com a formagéo de uma
ligagdo dissulfeto com o grupo 5-nitro-2-piridinosulfenila (NPys) derivado da

fragmentacdo do DTNP (Figura 7).

Figura 7. Reacado de substituicdo do grupo protetor do grupo tiol da cisteina (tritila)
pelo grupo NPys (5-nitro-2-piridinosulfenila), durante a etapa de desprotecao.
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Fonte: SCHROLL; HONDAL; FLEMER, 2012, modificado.
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Apbs o periodo de clivagem, éter etilico gelado foi adicionado ao sistema para
precipitacédo e lavagem, sendo o sobrenadante descartado. Este processo foi repetido

por 3 vezes para eliminacdo dos reagentes presentes na solucdo de clivagem. O
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peptideo foi entdo extraido da resina com uma solugéo aquosa contendo 0,045% de
TFA, em sistemas de seringas de polipropileno de 5 mL, equipadas com um filtro de
polietileno poroso, acopladas a um sistema de vacuo contendo um frasco coletor, para
cada um dos peptideos extraidos. O sobrenadante contendo cada um dos peptideos,
denominados “brutos” (ndo purificados) foi liofilizado e caracterizados por

espectrometria de massas e posteriormente submetidos a reacdes de oxidacao.

3.2 Reacg0Oes de oxidacéao e formacao de ligagdes dissulfeto

A dimerizacdo de Lin2, Lin3 e A’Lin2 (Tabela 1), peptideos obtidos com os
grupos sulfidrilas dos residuos de cisteina da posi¢ao 5, na forma livre, apos clivagem,
foi iniciada dissolvendo-se aproximadamente 5 mg.mL! de cada um deles, na sua
forma bruta, em agua ultrapura. O pH das solu¢des foi ajustado para 8,0 pela adicédo
de pequenas quantidades de hidroxido de aménio. Cada uma das solucdes,
permaneceram em temperatura ambiente, ao abrigo da luz, sob agitacdo branda e
aeracao constante promovida por um sistema constituido por um compressor de ar.
Cada uma das reac0fes foi acompanhada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) e por espectrometria de massas e, em geral, concluida apos
aproximadamente 48 horas nestas condi¢des. Este processo resultou na formacéo de
homodimeros constituido de uma ligacdo dissulfeto formada entre os residuos de
cisteina da posicdo 5 de cada sequéncia peptidica.

Para os produtos resultantes do procedimento oxidativo adotado anteriormente
para Lin2 e Lin3, uma nova etapa de oxidacgéo foi realizada, agora empregando iodo
como agente oxidante. Neste processo, o iodo tem dupla fungcdo, atua como agente
de desprotecao, removendo o grupo protetor de cadeia lateral acetamidometila (Acm)
do residuo de cisteina da posicdo 7, por ioddlise, e como agente oxidante,
promovendo a oxidacdo dos grupos sulfidrila a medida que estes vao sendo
desprotegidos.

Para isso, 120 mg de cada um dos peptideos Lin2 ou Lin3 pré-oxidados por
aeracédo, foram dissolvidos em 30 mL de uma solugéo contendo 20 pmols de iodo e
60 mmols de HCI, em acido acético 95% e mantidos sob agitacdo magnética por 120
min, sob o abrigo da luz e a temperatura ambiente. Apds o periodo, o excesso de iodo
foi retirado pela adicao de éter etilico gelado (excesso de 9X). A mistura foi distribuida
em tubos tipo Falcon de 50 mL, resfriada com nitrogénio liquido por aproximadamente

1 minuto e centrifugadas a 3000 rpm por 7 minutos. Essa etapa foi repetida por 3
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vezes, e 0 precipitado obtido foi ressuspendido em agua e liofilizado (ZHANG et al.,
2008).

Este procedimento objetivou a formagdo de uma segunda ligacdo dissulfeto
intermolecular, agora envolvendo os residuos de cisteina presentes na posi¢ao 7 de
Lin2 e Lin3. Com a oxidac&o prévia por aeracédo seguida da oxidacdo com iodo, evita-
se a oxidacao aleatoria, garantindo-se o direcionamento das ligacfes dissulfeto para
a formacéao de dimeros paralelos, contendo as ligagdes dissulfetos C>-C® e C7-C7.

Para a obtencdo do dimero antiparalelo contendo apenas uma ligacao dissulfeto
(C5-C7), foram utilizados os peptideos monoméricos A°Lin4 e A’Lin2 (Tabela 1).
Inicialmente, 10 umols de cada um dos peptideos foram dissolvidos em 5 mL de acido
acético 10% (pH=3,0). Quantidades iguais de cada solucdo, foram misturadas e
colocadas para reagirem a temperatura ambiente, sob agitacdo branda, sendo
acompanhada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), e tendo sido
concluidas apés aproximadamente 24 horas nestas condicdes.

Para o dimero antiparalelo contendo duas ligacGes dissulfeto, C’-C5 e C5-C7, foi
adotado inicialmente, 0 mesmo procedimento, porém utilizando 10 umols de Lin4 e 10
pmols de Lin2, em 5 mL de acido acético 10%. Posteriormente, uma nova etapa de
oxidacao foi realizada, empregando iodo como agente oxidante, como no caso de
obtencdo do dimero paralelo. O monitoramento das reacdes foi realizado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Ao final de cada etapa, os respectivos peptideos dimerizados foram isolados,

liofilizados e submetidos aos processos de purificacdo e caracterizacao.

3.3 Purificagéo e caracterizagéo

Ao final de todo processo de oxidacdo e obtencdo dos peptideos dimerizados,
uma pequena quantidade de cada peptideo liofilizado (aproximadamente 1 mg) foi
dissolvida em 1 ml de &gua ultrapura, filtrada e submetida a andlise qualitativa por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), em um sistema Shimadzu
Prominense, sob condi¢des analiticas (coluna C18, Waters Symmetry (150 x 2,1 mm);
d=5 um; 300 A), empregando um gradiente de 5 a 95% de solvente B em 30 minutos
(A: 0,045% TFA em H20; B: 0,036% TFA em Acetonitrila), fluxo de 1 mL/minuto e
comprimento de onda de 220 nm.

A partir dos resultados de tempo de retencéo e porcentagem de solvente obtidos

nestas analises, foram definidas as condi¢fes relativas a concentracdo de solvente
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para purificacdo dos peptideos em escala semi-preparativa (coluna C18, Zorbax
Eclipse XDB (250 x 10 mm); d=10 ym; 300 A), efetuada em um cromatografo
Shimadzu LC-20AT/SPD-20A/CBM-20A.

As condic¢bes de purificacdo foram idénticas para os peptideos: gradiente de 5
a 95% de B em 30 minutos (A: 0,045% TFA em H20; B: 0,036% TFA em Acetonitrila),
fluxo de 2,5 mL/minuto e comprimento de onda de 220 nm. As fracdes provenientes
do processo de purificacdo foram submetidas novamente a analises por CLAE em
modo analitico. O contetdo dos tubos denominados puros foi reunido e liofilizado, com
posterior analise por CLAE para confirmacado da pureza.

A identificacdo dos peptideos foi realizada por determinacdo da massa
molecular, calculadas empregando a equacao 1, a partir dos dados de razdo massa
molecular/carga (MM/z) obtidas em um sistema LC/MS constituido por UFLC
Shimadzu acoplado a um espectrémetro de massas Bruker Amazon SL empregando

0 modo de ionizacéo por eletrospray (ESI-MS positivo).

MMlipept = (MM . 2) — (2 . MMHY) Equacéo 1

sendo MMyoiipept @ massa molecular do peptideo em andlise; MM é a razdo massa
molecular/carga obtida por espectrometria de massas; z o numero de cargas que contém o

peptideo (z =1, 2, 3,...) e MMy" a massa molecular do ion hidrogénio, de valor 1,008 g.mol.
3.4 Determinacdo da concentracdo dos compostos peptidicos

A determinacdo das concentracdes das diferentes solu¢cdes contendo os
peptideos sintetizados e utilizados nos diferentes estudos, foi realizada pela medida
da absorbancia a 280 nm, de cada solucéo constituida de volumes variaveis, em um
espectrofotometro Shimadzu UV-1601PC. Para o calculo das concentra¢cdes, foram
utilizados os coeficientes de extingdo molar 5.690 L.mol-*cm! para o triptofano, 1.289
L.moltcm? para a tirosina e 120 L.mol‘cm?® para a cisteina (GILL; VON
HIPPEL,1989).

3.5 Determinacao da homologia entre as topoisomerases

A obtencdo das sequencias de aminoacidos das diferentes topoisomerases foi

feita utilizando o banco de dados da UniProt (https://www.uniprot.org/) enquanto que
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o estudo a comparativo das sequencias foi feito utilizando o sequenciador BLAST -

Basic Local Alignment Search Tool - (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

3.6 Ensaios de inibi¢cdo da atividade enzimatica

As DNA topoisomerases utilizadas nesse trabalho, com excecao da Topo IA de
Escherichia coli, foram adquiridas comercialmente da Inspiralis Ltda
(http://www.inspiralis.com) e fornecidas com o0s respectivos tampdes e substratos,
como descrito. A Topo IA de Escherichia coli, foi adquirida comercialmente da New
England Biolabs (https://international.neb.com), sendo fornecida também com o seu
tampéao de ensaio e substrato, como descrito.

Para todos os ensaios de inibicdo enzimética, inicialmente foram feitas triagens,
utilizando os peptideos sintetizados em uma concentracéo inicial de 100 pmol.L™, afim
de avaliar o potencial de inibicdo frente a cada uma das enzimas. Posteriormente, 0s
peptideos com atividade inibitéria nesta concentracéo, foram selecionados e testados
em concentracfes decrescentes, a fim de se determinar a minima concentragéo de

peptideo capaz de inibir 100% da atividade da topoisomerase (IC100).

3.6.1 Inibicdo da atividade da DNA girase

Os ensaios de inibicdo do superenovelamento do DNA (inibicdo da atividade da
DNA girase) de Escherichia coli e Staphylococcus aureus, foram realizados
incubando-se 1 unidade (U) da enzima com 0,5 ug de plasmideo pBR322 relaxado na
presenca do peptideo de interesse, em diferentes concentracées, em um volume de
reacao de 30 pL, conforme protocolo da Inspiralis Ltda. A incubacéo foi feita a 37°C
por 30 min no tampao de ensaio (descrito abaixo). A reacao foi entdo interrompida
pela adicdo de 3 pL de SDS 2% e incubacao por 5 minutos a 65°C. Em seguida foram
adicionados 15 pL de STEB (sacarose 20%; Tris.HCI 0,05 mol.L, pH 7,5; EDTA 0,05
mol.L't; azul de bromofenol 0,5 mg.mL') e 60 puL da mistura cloroférmio:alcool
isoamilico (24:1). Posteriormente as amostras foram centrifugadas por 3 minutos a
12.000 rpm e os sobrenadantes recolhidos e analisados por eletroforese em gel de
agarose 1% em tampé&o TBE (acido bérico 89 mmol.L't; EDTA 2 mmol.L?, pH 8,2),
submetidas a tenséo constante de 60V ou 4V/cm, a temperatura ambiente por 2 horas.
Apos a corrida, o gel foi corado durante 15 minutos com uma solugéo de brometo de
etidio (1 pg.mL?*) em tampéo de corrida e analisado em um fotodocumentador Alpha

Imager EP System da Alpha Innotech.
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Tampéao de diluicdo (E. coli): Tris.HCI 50 mmol.L; KCI 100 mmol.L?; Ditiotreitol 2 mmol.L™;
EDTA 1 mmol.L%; glicerol 50% (v/v); pH = 7,5;

Tampdo de ensaio (5x) (E. coli): Tris.HCI 35 mmol.L*}; KCI 24 mmol.L?; MgClz, 4 mmol.L?;
Ditiotreitol, 2 mmol.L*?; Espermidina 1,8 mmol.LY; ATP 1 mmol.L?; glicerol 6,5% (V/V);
Albumina 0,1 ug .mL?; pH = 7,5;

Tampdo de diluicdo (S. aureus): Tris.HCI 50 mmol.L%; Ditiotreitol 1 mmol.L; EDTA 1
mmol.L?; glicerol 40% (v/v); pH = 7,5;

Tampdo de ensaio (5x) (S.aureus): HEPES.KOH 40 mmol.L?; Acetato de magnésio 10
mmol.L?; Ditiotreitol 10 mmol.L'; ATP 2 mmol.L?; Glutamato de potassio 500 mmol.L?;
Albumina 0,05 mg.mL?; pH = 7,6;

3.6.2 Inibicdo da atividade da topoisomerase IV

Os ensaios de inibicdo do relaxamento do DNA superenovelado (inibicdo da
atividade da Topo IV de E. coli e S. aureus) foram realizados incubando-se 1 unidade
(U) de Topo IV com 0,5 ug de plasmideo pBR322 superenovelado, na presenca do
peptideo de interesse, em diferentes concentracdes, em um volume de reacdo de 30
ML. A incubacé&o ocorreu a 37°C por 1 hora no respectivo tampéo de ensaio (descrito
abaixo). Posteriormente as amostras foram tratadas, submetidas a andlise de
eletroforese em gel de agarose e analisadas em fotodocumentador, conforme descrito
no item anterior.

Tampéao de diluicéo (E. coli): HEPES-KOH 40 mmol.L?; Ditiotreitol 1 mmol.L?; glutamato de
potassio 100 mmol.LY; EDTA 1 mmol.L?; glicerol 40% (v/v); pH = 7,6;

Tampdo de ensaio 5x_(E. coli): HEPES-KOH 50 mmol.L?; glutamato de potassio 100
mmol.L?; acetato de magnésio 10 mmol.L?; Ditiotreitol 10 mmol.LY; ATP 1 mmol.L?; Albumina
50 pyg.mL*; pH=7,6;

Tampéo de diluicdo (S. aureus): Tris.HCI 50 mmol.L?; glutamato de potassio 100 mmol.L?;
Ditiotreitol 1 mmol.L*; EDTA 1 mmol.L?; glicerol 40% (v/v); pH = 7,5;

Tampéo de ensaio 5x (S. aureus): Tris.HCI 50 mmol.L?; glutamato de potassio 350 mmol.L™;
cloreto de magnésio 5 mmol.L?; Ditiotreitol 5 mmol.Lt; ATP 1,5 mmol.L?; Albumina 0,05
mg.mL?; pH =7,6.

3.6.3 Inibicdo da atividade das topoisomerases tipo Il humana

Os ensaios de inibicdo do relaxamento do DNA superenovelado (inibicdo da
atividade da topoisomerase Il humana a e 3) foram realizados incubando-se 1 unidade
(U) da enzima com 0,5 ug de plasmideo pBR322 superenovelado, na presenca do

peptideo de interesse, em diferentes concentragbes, em um volume de reacdo de
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30 uL. A incubacgao foi feita a 37°C durante 30 minutos em tamp&o de ensaio e ATP.
Posteriormente as amostras foram tratadas, submetidas a analise de eletroforese em
gel de agarose e analisadas em fotodocumentador, conforme descrito anteriormente.

Tampao de diluicdo: Tris.HCI 50 mmol.Lt; NaCl 100 mmol.L?; Ditiotreitol 1 mmol.L*; EDTA
0,5 mmol.L?; glicerol 50% (m/v); Albumina 50 ug.mL?, pH = 7,5;

Tampdo de ensaio 10x: Tris.HCI 50 mmol.L'}; NaCl 125 mmol.Lt; MgCl,, 10 mmol.L?;
Ditiotreitol 5 mmol.L%; Albumina 100 yg .mL*; pH =7,5.

ATP 30x: 30 mmol.L™.

3.6.4 Inibicdo da atividade das topoisomerases tipo |

Os ensaios de inibicdo do relaxamento do DNA superenovelado (inibicdo da
atividade da topoisomerase | de E. coli, de M. tuberculosis e humana) foram realizados
incubando-se 1 unidade (U) da enzima com 0,5 ug de plasmideo pBR322
superenovelado, na presenca do peptideo de interesse, em diferentes concentragées,
em um volume de reacéo de 30 pL. A incubacgéo foi feita a 37°C durante 30 minutos
(20 minutos para Topo | de E. coli) no respectivo tampéo de ensaio. Posteriormente
as amostras foram tratadas, submetidas a andlise de eletroforese em gel de agarose
e analisadas em fotodocumentador, conforme descrito para DNA girase.

Tampéo de diluicdo (E. coli): Tris.HCI 10 mmol.L**; KCI 50 mmol.L?; Ditiotreitol 1 mmol.L™;
EDTA 0,1 mmol.L?; (NH4).SO4 35 mmol.L?; glicerol 50% (v/v); pH = 7,5;

Tampéo de ensaio 10x (E. coli): Acetato de potassio 50 mmol.L?; Tris.Acetato 20 mmol.L?,
acetato de magnésio 10 mmol.L*; Albumina 100 pyg.mL™*; pH = 7,9;

Tampdo de diluicdo (M. tuberculosis): Tris.HCI 50 mmol.L; NaCl 50 mmol.L?; Ditiotreitol 1
mmol.L; EDTA 1 mmol.L?; glicerol 50% (v/v); pH = 7,6;

Tampéo de ensaio 5x (M. tuberculosis): Tris.HClI 40 mmol.L**; NaCl 20 mmol.L?; EDTA 1
mmol.L*; MgClz, 5 mmol.L%; Albumina 50 pg.mL™; pH = 7,6.

Tampéo de diluicdo (humana): Tris.HCI 10 mmol.L?; Ditiotreitol 1 mmol.LY; EDTA 1 mmol.L?;
glicerol 50% (v/v); Albumina 50 yg.mL?; pH =7,5;

Tampédo de ensaio 10x (humana): Tris.HCI 20 mmol.L’*; NaCl 200 mmol.L'; EDTA 250
umol.L%; glicerol 5% (v/v); Albumina 50 ug.mL?; pH = 7,5.

3.7 Avaliacéo da atividade hemolitica

O ensaio de atividade hemolitica é um estudo de grande importancia para se ter

uma avaliacéo preliminar da toxicidade dos peptideos em estudo. Para a realizacao
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de tal experimento, o projeto foi previamente submetido a aprovacdo do Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de
Araraquara da UNESP (CEP-FCF), sendo aprovado com o0 numero
CAAE: 61293316.4.0000.5426. A atividade hemolitica dos peptideos foi determinada
a partir da analise da liberacdo da hemoglobina dos eritrécitos (ONUMA et al.,1999).
Neste ensaio, realizado em duplicata, foi utilizado eritrécitos humanos obtidos a partir
do sangue fresco de doador voluntario, separados do plasma por centrifugacdo a
3.000 rpm (5 min) e lavadas 3 vezes em tampdo PBS (0,01 mol.L, contendo 0,15
mol.L'* NaCl), pH 7,4. Da solucéo inicial de cada peptideo a 200 umol.L™t, em tampéo
PBS, foram realizadas diluicbes seriadas em tubos tipo eppendorf, e adicionado a
cada um, uma solucdo de eritrocitos, obtendo um volume final de 200 pL (1% de
eritrécitos) em cada tubo.

O controle negativo (0% de hemolise) foi preparado apenas com PBS (198 L)
e 2 pL de eritrécitos 1%. A referéncia de 100% de lise foi 2 puL de eritrocitos (1%)
misturado com 198 pL de uma solucéo 1% (v/v) Triton X-100 (controle positivo). As
amostras foram incubadas por 1 hora a 37°C, e centrifugadas a 3.000 rpm por 3
minutos, e aliquotas de 100 pL do sobrenadante foram coletadas em microplacas de
96 pocos. A atividade hemolitica foi analisada a partir dos valores de absorbancia do
sobrenadante a 540 nm, utilizando um leitor de microplacas EPOCH (BioTek,
Instruments). Os resultados da atividade hemolitica foram calculados e expressos em

porcentagem de hemolise de acordo com a equacéo 2.

(DO Amostra — DO Tampio)

Equacéo 2
X100
(DO triton — DO Tampio)

% hemolise =

Sendo que “DOamostra” representa a absorbancia obtida nas leituras das amostras e
“DOriton” € “DOTampao” representam as leituras obtidas para os controles positivos e

negativos, respectivamente.

3.8 Avaliacao da atividade antimicrobiana

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana dos peptideos sintetizados, visando
a determinacdo das concentragdes inibitdrias minimas (CIMs), foi utilizado o método
de microdiluicdo em placa, de acordo com as normas descritas pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI — documentos M7-A10, 2015 e M27-A3, 2017),
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com modificacdes. Foram utilizadas as Cepas padrao de Staphylococcus aureus
(ATCC 14458), Escherichia coli (ATCC 43895) e Candida albicans (ATCC 90028),
todas adquiridas do Laboratorio de Microrganismos de Referéncia do Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude — INCQS da Fundacao Oswaldo Cruz,
FIOCRUZ, Rio de Janeiro.

3.8.1 Preparacéo do inoculo

Uma aliquota de cada microrganismo foi descongelada e reativada em seu meio
especifico sendo Mueller Hinton (MH) para bactérias e caldo Sabouraud Dextrose
(SDB) para levedura, por incubacdo em estufa, a 37°C, por 24 horas. Apés este
periodo de crescimento, os microrganismos foram semeados em placas contendo
meio agar especifico, sendo agar MH e 4gar SDB para as bactérias e levedura,
respectivamente, e entdo incubadas em estufa de crescimento a 37°C durante 24h
para as bactérias e 48h para a levedura. A cultura-estoque obtida foi armazenada em
geladeira, a 4°C, por no maximo 3 meses e ap0s esse tempo, 0 processo descrito era
repetido.

Com auxilio de uma alca de platina, transferiu-se 5 colbnias isoladas de cada
cepa de microrganismo crescida em placa (cultura-estoque), para tubos de ensaio
contendo 5 mL de meio especifico estéril, incubando-os a 37°C sob agitacdo a 140
rpm por 12 horas, para crescimento. Em seguida, cada inoculo foi utilizado nos

ensaios de determinacéo de concentracado inibitéria minima.

3.8.2 Determinacao da concentracdo inibitéria minima para bactérias

Inicialmente, a concentracéo do inoculo foi ajustada espectrofotometricamente,
de acordo com o padréo de turbidez McFarland 0,5 que obtém uma absorbancia entre
0,08 e 0,10 a 625 nm, para bactérias. Neste padrédo, esta suspensdo deve conter
aproximadamente 1 x 108 UFC.mL™%, sendo que, para a utilizacdo nos ensaios, foi
diluida 10 vezes em meio MH, resultando em uma suspensao bacteriana de
concentracgédo final de 1 x 10” UFC.mL™2.

A atividade de inibicdo foi determinada pela técnica de diluicdo em microplacas.
Resumidamente, 80 uL de meio de cultivo MH foram adicionados a cada poco de uma
microplaca de 96 pogos estéril. Aliquotas de 100 uL de cada peptideo diluido em série
em tampdo PBS (100 até 0,5 umol-L™") e aliquotas de 20 pL das respectivas

suspensdes bacterianas, foram adicionados a cada pog¢o da microplaca.
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As microplacas foram incubadas em uma estufa a 37°C por 24 horas e o0s testes
foram realizados em triplicata. Como controles positivo e negativo do crescimento
microbiano foram empregados, respectivamente, suspensao bacteriana e suspensao
bacteriana contendo ciprofloxacina (Sigma N1628) nas mesmas concentracoes
utilizadas para os peptideos, em um volume final de 200 uL. Apds o periodo de
incubacéo, as placas foram submetidas a anélise espectrofotométrica, utilizando um
leitor de microplacas EPOCH da Biotek Instruments, em comprimento de onda de 595
nm. A porcentagem de inibicdo do crescimento bacteriano para cada uma das
amostras peptidicas foi determinada por uma andlise comparativa com os controles
utilizados. Os resultados da atividade antimicrobiana foram calculados e expressos

em porcentagem de inibicdo de acordo com a equacéo 3.

e ey~ DO gmostra -PO meio ~
% inibicao = |1 — ( 56 55— ) x 100 Equagéo 3
controle — meio

Onde:

DOamostra representa as absorbancias auferidas na leitura das amostras;
DOcontrole refere-se ao controle positivo;
DOnmeio corresponde as leituras obtidas provenientes do meio de cultura.

3.8.3 Determinacado da concentracgéo inibitéria minima para fungos

Para Candida albicans, a concentracdo foi ajustada espectrofotometricamente
entre 0,10 e 0,15 de densidade ética (DO), a 530 nm, sendo esta correspondente a
uma concentracdo aproximada de 1 x 10° UFC.mL? (RODRIGUEZ-TUDELA et al.,
2001). Para a utilizac@o nos ensaios, a suspenséo foi diluida em SDB até a obtencao
de uma suspenséo de concentracdo final de 1 x 10° UFC.mL™.

A atividade inibitoria dos peptideos foi determinada pela técnica de diluigdo em
microplacas. Neste caso, 50 pL de meio de cultivo SDB foram adicionados a cada
poco de uma microplaca de 96 pocos estéril. Aliquotas de 50 pyL de cada peptideo
diluido em série em tampé&o PBS (50 até 0,39 umol-L™1) e aliquotas de 100 pL da
suspensao padronizada de C. albicans, foram adicionados a cada pog¢o da microplaca.

As microplacas foram incubadas em uma estufa a 37°C por 24 horas e 0s testes

foram realizados em triplicata. Como controles positivo e negativo do crescimento
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microbiano foram utilizados, meio SDB com C. albicans e meio SDB sem o0s
microrganismos, respectivamente.

A porcentagem de inibicdo do crescimento do fungo para cada uma das
amostras peptidicas foi determinada por uma analise comparativa com os controles
utilizados. Os resultados da atividade antifungica foram calculados e expressos em
porcentagem de inibicdo, aplicando-se a equacdo 2, da mesma forma que na

determinacao da atividade antibacteriana.

3.8.4 Indicacao de viabilidade celular

Para a confirmacéo da atividade inibitéria minima, apos as leituras de DO nos
ensaios de determinacéo de CIM, a cada poco das microplacas, foram adicionados
20 pL de uma solugao de resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona-10-6xido) filtrada
em membranas de 0,22 ym, nas concentragdes de 100 yg.mL, para bactérias e 300
hg.mL?, para a levedura. As placas foram entéo incubadas em estufa a 37°C por 2 h.
A mudanca de cor foi avaliada visualmente, considerando-se que houve inibicdo do
crescimento nos pogos que apresentaram coloragao equivalente a coluna do controle

negativo.

3.8.5 Cinética de morte de microrganismos (Time-kill)

No estudo de determinacdo do tempo de morte das bactérias, o método de
microdiluicdo em microplacas (ZHOU et al., 2013) foi escolhido, por permitir sua
realizacdo nas mesmas condicdes do ensaio de Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM). Desta forma, 80 pL de meio de cultivo MH foram adicionados a cada pogo de
uma microplaca de 96 pocos estéril. Aliquotas de 100 uL de cada peptideo diluido
em série em tampao PBS (100 até 0,5 pmol-L™1) e aliquotas de 20 L das respectivas
suspensdes bacterianas, foram adicionados a cada poco da microplaca.

As microplacas foram incubadas em uma estufa a 37°C nos tempos de 0, 2, 4,
6, 9, 12 e 24 horas. ApOs os periodos de incubacéo, as placas foram submetidas a
analise espectrofotométrica, utilizando um leitor de microplacas EPOCH da Biotek
Instruments, em comprimento de onda de 595 nm. Os ensaios foram realizados em
triplicata. A porcentagem de crescimento relativo foi calculada e expressa em

porcentagem de inibicédo, aplicando-se a equacéo 4.
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DO (amostra) — DO (meio tf)
DO (controle crescimento tf) — DO (meio tf)

% inibicao = ( ) x 100 Equacéo 4

Onde,

DOamostra) representa as absorbancias das amostras nos diferentes tempos;
DO(controle crescimento tf), refere-se ao controle de crescimento no tempo final: 24h;
DOmeio tf) cOrresponde as leituras obtidas para o meio de cultura, no tempo final: 24h.

3.8.6 Cinética de morte celular para C. albicans em macrodiluicdo

Para a obtencao de informacdes relativas a velocidade de acao dos peptideos,
assim como seu potencial fungicida, optou-se pelo ensaio de cinética de morte celular
(Time-Kill) em macrodiluicdo (KLEPSER et al., 1997). Antes do ensaio, C. albicans foi
subcultivada duas vezes em placas de &gar Sabouraud Dextrose. Trés a cinco
colonias de uma placa de crescimento de 48 horas foram semeadas em Caldo
Sabouraud Dextrose e incubadas por 18 horas a 37°C e em seguida suspensas em 9
mL de NaCl 0,9%. A suspensdo fungica foi ajustada de acordo com métodos
espectrofotométricos a 530 nm, para um padrdo de turbidez de 0,5 McFarland
(aproximadamente 1 x 10% a 5 x 10° UFC.mL™1). Um mililitro da suspenséo flingica
ajustada foi entdo adicionado a um erlenmeyer contendo 9 mL de meio Sabouraud
Dextrose, controle positivo, ou uma solucdo de meio de crescimento mais uma
quantidade apropriada de solucdo estoque de cada peptideo, na concentracao letal
pré-determinada no ensaio de CIM. Isso resultou em uma diluicdo de 1:10 da
suspenséo flngica, produzindo um inoculo inicial de aproximadamente 1 x 10° a 5 x
10° CFU.mL™2. O controle negativo utilizado foi preparado com a mesma composicao
do controle positivo, porém na presenca de Fluconazol.

Em seguida, cada erlenmeyer foi incubado a 37°C sob agitacdo constante, e
uma aliquota de 100 L foi retirada nos tempos 0, 2, 4, 6, 9, 12 e 24h, diluida em série
1:10 em solucdo 0,9% de NaCl. Uma aliquota de 100 pyL de cada diluigao, foi
transferida para uma placa preparada com Agar Sabouraud Dextrose e incubadas por
48 horas (Figura 8). Apos o periodo realizou-se a contagem das col6nias formadas.
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Figura 8. Esquema do ensaio de cinética de morte celular (Time-kill) para C.albicans.

J 300 colonias 30 colonias 3 colonias 0 colodnias

Colénia acima do
limite permitido Faixa de contagem
para contagem permitida

Caleulo: Nimero de colnias na placa x reciproco de diluigio da amostra = UFC. mL!

Fonte: Elaborada pelo autor.

3.9 Viabilidade celular

A analise de viabilidade celular foi realizada por meio do método colorimétrico de
MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolio), baseado na medida
guantitativa da formacéao de cristais de formazan (Figura 9) a partir da reacdo de
reducdo do sal de brometo por proteinases mitocondriais, ativas apenas em células
viaveis (LOBNER, 2000; MOSMANN, 1983).

O ensaio foi realizado em triplicata, pela técnica de diluicdo em microplacas de
96 pocos (Corning, Inc.). Foram utilizadas células de fibroblastos da linhagem NIH/3T3
e visando analisar o potencial anticancerigeno dos peptideos sintetizados, optou-se
pela escolha da linhagem celular MCF-7 de adenocarcinoma de mama, ambas sendo
semeadas em densidade celular de 5x10* células.mL. A viabilidade celular foi
expressa em porcentagem relativa. Como controle positivo, que corresponde a 0% de
viabilidade celular, foi utilizado apenas o meio de cultura DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle's Medium), e o controle negativo, correspondente a 100% de viabilidade celular,
foi preparado com as células no meio de cultura DMEM. As placas de cultura foram
incubadas por 24h em estufa Galaxy 48S, a 37°C com 5% de CO2 (New Brunswick)
para a adesdo das células. Apos o periodo de incubacgéo, os sobrenadantes foram

descartados e foram adicionados 100 pyL de solucéo salina tamponada de fosfatos
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(PBS) estéril para lavagem e remocéo de células mortas suspensas. As células foram
tratadas com uma solucéao de cada peptideo nas concentracdes de 100; 50; 25; 12,5;
6,25; 3,12; 1,56; 0,78; 0,39 e 0,19 pumol.L?, dissolvidos em meio de cultura DMEM
contendo L-Glutamina e sem piruvato e incubadas por 24 horas.

ApoOs o periodo, a solugao foi descartada e foram entao adicionados 200 pL de
uma solucéo de MTT a 10,0 mg.mL™* diluida em PBS e meio DMEM na proporgéo 1:4.
Cada placa foi incubada por mais 4 h nas mesmas condi¢cfes anteriores. Apds esta
incubagdo, os sobrenadantes foram descartados e foram entdo adicionados 100 pL
de alcool isopropilico para dissolucdo dos cristais de formazan formados. A
absorbancia foi determinada em espectrofotdmetro de microplaca EPOCH da Biotek
Instruments com filtro de 560 nm, descontando-se a absorbéncia de fundo de 690 nm
(FRESHNEY, 1986).

Figura 9. Reducdo do MTT para cristais de Formazan, pelas células viaveis.

MN=—=H H——HH
N/
MTT Formazan

AMARELO PURPURA

Fonte: Adaptado de KAMILOGLU et al., 2020 .
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Desenho e sintese de peptideos

Com o intuito de desenvolver novos inibidores peptidicos de DNA
topoisomerases, decidiu-se por sintetizar analogos do octapeptideo WRWYCRCK e,
com o uso deles, estudar a influéncia de fatores como carga, nUmero e posicao de
ligacdes dissulfeto deste octapeptideo, na inibicdo da atividade desta classe de
enzimas. Assim, os peptideos lineares Lin2, Lin3, Lin4, A’Lin2 e A°Lin4 (Tabela 1)
foram sintetizados empregando o método da fase solida, como descrito no item 3.1
de Material e Métodos. As sinteses ocorreram sem maiores problemas, sendo
necessarios poucas repeticées de acoplamento. As etapas de clivagem e extracao
também nédo apresentaram problemas e ocorreram com sucesso.

Os peptideos Lin2 e Lin3 diferenciam-se na extremidade C-terminal, tendo Lin2
um grupo carboxiamida e Lin3 um grupo carboxilico. Esta diferenciacao foi promovida
para mimetizar uma ligacao peptidica nesta extremidade em Lin3, de forma a eliminar
a presenca de uma carga negativa nesta regiao e, comparativamente a Lin2, avaliar
o efeito desta carga na atividade do peptideo dimérico formado.

Estes dois peptideos foram sintetizados de forma que os grupos protetores da
cadeia lateral dos residuos de cisteina, tivessem labilidades diferentes, sendo o grupo
tritila (Trt), 1&bil ao tratamento com TFA, para protecao das sulfidrilas do residuo de
cisteina da posicéo 5 e o grupo acetamidometila (Acm), resistente ao tratamento com
TFA, para a cisteina da posicao 7 (Figura 10).

Figura 10. Esquema da etapa de clivagem de Lin2 e Lin3. O grupo acetamidometila
da cisteina 7 (em destaque) é preservado apds clivagem com TFA.

W/'(Boc)-R{(Pbf)-W'(Boc)-Y'(tBu)—C’(Trt)  R’(Pbf)  C'(Acm)— K’(Boc) W-R:W-Y' =’ R C'(Acm)—K
H ! ? 0 i
‘?{N\)k/n\)‘\/n\* Clivagem
j A TFA, IS, EDT
3/ P-bf
\ 7

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Este procedimento teve como objetivo evitar a formacéo de ligacdes dissulfeto
aleatdrias, que normalmente ocorrem durante um processo oxidativo quando todas
sulfidrilas estédo livres. O uso de dois protetores diferentes objetivou garantir o
direcionamento das ligacGes dissulfeto em C5-C5 e C’-C7, durante os dois processos
oxidativos sequenciais.

Por outro lado, Lin4, A°Lin4 e A’Lin2 foram estrategicamente projetados e
sintetizados para que, no processo de oxidagao, as ligagbes dissulfeto formadas
fossem antiparalelas. Para isso, os peptideos foram sintetizados, empregando o grupo
tritila como protetor da sulfidrila do residuo de cisteina da posicdo 7 (Lin4 e A5Lin4)
para que, no processo de clivagem, quando na presengca de 2,2’-ditiobis-(5-
nitropiridina), pudesse gerar uma cisteina contendo o isdmero 5-nitro-2-
piridinosulfenila (Npys) como protetor do seu grupo sulfidrila (Figura 7). Para A’Lin2 e
Lin4, os protetores utilizados para o grupo sulfidrila da cisteina da posicao 5, foram
tritila e acetamidometila, respectivamente.

Apés a etapa de clivagem, os peptideos foram liofilizados e submetidos a
avaliacdo do perfil cromatogréafico e caracterizagcdo por espectrometria de massas do
pico majoritario, e os valores de massa molecular obtidos [ES m/z: (M + H)*], estdo

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Massa molecular obtidas para os peptideos lineares

Massa Molecular Massa Molecular

Peptideo calculada : : obtida
(g.mol?) (g.mol?)
+ .
Lin 1.270.53 2 635,8 1.269,58
+3 424,2 1.269,58
+2 6 .
Lin3 1.271,51 36,3 1.270,58
+3 424,5 1.270,48
+ .
Lin4 1.424,68 2 12,8 1.423,58
+3 475,5 1.423,48
+2 4,2 1.1
A’Lin2 1.167,39 584, 66,38
+3 389,8 1.166,38
: +2 661,3 1.320,58
A5Lin4 1.321,54
+3 441,2 1.320,58

Fonte: Elaborada pelo autor
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Os resultados foram coincidentes com o teorico esperado, confirmando a
identidade das estruturas peptidicas sintetizadas e levando a conclusdo de que os
procedimentos utilizados para sintese e clivagem das peptidil-resinas foram eficientes,
levando a obtencdo das sequéncias peptidicas desejadas, com grau de pureza
considerado satisfatorio para a realizacao das reacfes de oxidacdo sem necessidade

de purificacéo prévia.

4.2 ReacOes de oxidacao e formacao de ligagdes dissulfeto

Para a obtencdo das formas dimerizadas, os peptideos lineares Lin2, Lin3 e
A’Lin2, todos na sua forma bruta (antes da purificagéo), foram submetidos a reagées
de oxidacao por aeracdo controlada, em meio levemente alcalino, seguindo o método
descrito no item 3.2 de Material e Métodos. Este processo resultou na formacéo de
uma ligacao dissulfeto intermolecular entre os residuos de cisteinas da posi¢éo 5, de
dois monbémeros idénticos (Figura 11). As reacbes foram monitoradas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e por espectrometria de massas (EM).
Na maioria dos casos, o tempo maximo de oxidacdo foi de 48 horas, ndo sendo
observadas alteracBes significativas nos respectivos cromatogramas apos este

periodo, e até 72 horas de reacao (Figuras 12-14).

Figura 11. Reacdo de formacdo de uma ligacdo dissulfeto intermolecular entre os
residuos de cisteinas da posi¢éo 5 de Lin2.

0 0 0 2
3 oy, H\)\"\)\Q )\\-«
H H n N ~
I H 0 N N
E/\\AN\/&:\*H 0 0 v e \(\“ .l l‘
Y ! N - H N
£ i i $ N g\)\ X » . 7 \/\/\
i N 7 M 0 7 5
| 0 B e : i ’ —e  HO" N\ S W
HO™ ™ " HN N N ; pH 8,0
s M\ N Ho. -
\ "‘\":Vx,:! §
1wl \[ ;
5 _N- N Y I I\
AN AL A
'—\/N/ Vit
0 0 o! ) \,"'*
0 0
Lin2 Dimero de Lin2

Fonte: Elaborada pelo autor.
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A identidade dos peptideos oxidados foi confirmada por determinacdo das
correspondentes massas moleculares, 2.332,76, 2.537,04 e 2.541,01 g.mol?,
determinados pela técnica ES-MS positivo [ES m/z = 778,3 (M+3H)*3; 846,8 (M+3H)*3
e 848,3 (M+3H)*? g.mol] para A’Lin2, Lin2 e Lin3, respectivamente.

Figura 12. Monitoramento da reacéo de oxidagdo de A’Lin2 (formagéo da ligagdo dissulfeto
C®-C%), por CLAE analitica. A) monémero em condi¢des iniciais de oxidacdo e B) formac&o
do dimero apdés 72 horas de reagdo. Condi¢cbes gerais de andlise (Material e Métodos):
gradiente linear 5-95% de solvente B em 30 min, fluxo de 1 mL.min! e detecg¢éo a 220 nm.

143 A 14,4 B
2 ]
£ ] E
5 é
< 7 £
4 10 " % 2 a 8 I 1 i 5 2 »
tempao (min) tempo (min)

Fonte: Elaborada pelo autor

Figura 13. Monitoramento da reagdo de oxidagdo de Lin2 (formagéo da ligacéo dissulfeto
C5-C%), por CLAE analitica. A) monémero em condicdes iniciais de oxidacéo e B) formac&o
do dimero apdés 72 horas de reagdo. Condi¢cbes gerais de andlise (Material e Métodos):
gradiente linear 5-95% de solvente B em 30 min, fluxo de 1 mL.min! e detecg¢éo a 220 nm.

14.6 A 144 B
.| a
£ 1 g
; ;
< L
1\.
I M - S e
: i 1 ) 2 = B ! : 19 " ) 2 ®
tempo [min] tempo [min]

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 14. Monitoramento da reacdo de oxidacdo de Lin3 (formagdo da ligacéo dissulfeto
C®-C%), por CLAE analitica. A) monémero em condicdes iniciais de oxidacdo e B) formacéo
do dimero ap6s 72 horas de reacdo. CondicBes gerais de andlise (Material e Métodos):
gradiente linear 5-95% de solvente B em 30 min, fluxo de 1 mL.min? e deteccéo a 220 nm.

146 A 14,5 B

Absorbancia
Absorbancia
a -l.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Com este primeiro processo oxidativo, uma ligacéo dissulfeto intermolecular C®-
C% foi formada para os peptideos A’Lin2, Lin2 e Lin3. Assim, o primeiro dimero
paralelo, contendo apenas uma ligacdo dissulfeto, objeto de estudos deste trabalho,
foi obtido e denominado DiImA’Lin2 (Tabela 4). Os demais foram obtidos apés etapas

oxidativas adicionais.

Tabela 4. Estrutura primaria dos peptideos obtidos apds processos de oxidacéo.

WRWYCRCK-NH2

DimLin2 (|
WRWYCRCK-NH:
WRWYCRCK

DimLin3 I 1
WRWYCRCK
WRWYCRAK-NH:

o |

7

D WRWYCRAK-NH:
WRWYCRAK-NH:

DIMAP1 |
H2N-KCRAYWRW
WRWYCRCK-NH:

DImAPLIN2 I

HoN-KCRCYWRW

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Para a conclusdo da sintese dos outros dois dimeros paralelos da Tabela 4
(DimLin2 e DimLin3, outra etapa de oxidac&o foi necessaria, para a formacao de uma
segunda ligacdo dissulfeto intermolecular, agora na posicdo C’-C” (Figura 15). Neste
caso, 0 protocolo proposto por Zhang e colaboradores em 2008, foi utilizado,
introduzindo variacdes no processo de extracdo do iodo remanescente no meio. Para
isso, foi feito o uso de excesso de éter etilico gelado com posterior centrifugacéo e
precipitacdo do peptideo, obtendo-se bons rendimentos (item 3.2 — Material e
Métodos).

Figura 15. Reagao de oxidagéo para formacéo da segunda ligagao dissulfeto intermolecular
para obteng&o de DimLin2.
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Dimero de Lin2

(uma ligagao dissulfeto) a2

Fonte: Elaborada pelo autor.

Durante o processo de desprotecdo do grupo Acm presente na cisteina da
posicdo 7 (ioddlise) e concomitante oxidacdo, como exemplificado na Figura 15,
aliquotas foram retiradas para acompanhamento da reagédo e foram analisadas por
cromatografia liquida acoplada a um espectrémetro de massas (LC-MS), por um
periodo de até 120 min, como mostrado na Figura 16, na obtencé&o de DimLin2, e de

maneira simplificada para o dimero DimLin3 na Figura 17.
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Figura 16. LC-MS de monitoramento da reagdo de oxidagdo com iodo, para obtengéo do
peptideo DimLin2 (formac&o da ligacéo dissulfeto C’-C”). Tempo de reac&o: 0 min (A); 30 min
(B); 90 min (C) e 120 min (D). Em (E) esté representado o cromatograma de 120 min de
reacdo, obtido apds remocao do excesso de iodo. Condi¢des gerais de analise (Material e
Métodos): gradiente linear 5-95% de solvente B em 30 min, fluxo de 1 mL.min! e deteccéo a
220 nm.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

58



Figura 17. LC-MS de monitoramento da reacdo de oxidacdo com iodo, para obtencdo do
peptideo DimLin3 (formacéo da ligacéo dissulfeto C’-C”). Tempo de reacdo: 0 min (A) e 120
min (B); Condig6es gerais de anélise (Material e Métodos): gradiente linear 5-95% de solvente
B em 30 min, fluxo de 1 mL.min? e deteccdo a 220 nm.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Para a obtencdo do dimero antiparalelo contendo apenas uma ligacao dissulfeto
C5-C”, os peptideos monoméricos ASLin4 e A’Lin2 foram colocados para reagirem,

em meio levemente acido (pH = 3,0), como descrito em Material e Métodos e

esquematizado na Figura 18.

Figura 18. Esquema da reacao para obtencdo do dimero antiparalelo DimAP1.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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A formacéo de uma ligacao dissulfeto assimétrica entre duas cadeias peptidicas,
geralmente requer a ativacéo da funcéo tiol de um dos peptideos, seguida pela adicdo
do segundo peptideo na forma de tiol livre. Esta abordagem é necessaria para
promover a formacdo de um heterodimero ou um homodimero antiparalelo desejado,
caso contrario, moléculas homodiméricas paralelas indesejadas sao obtidas com
rendimentos apreciaveis.

Diversos métodos podem ser empregados para a formacdo de dissulfetos
mistos, mas cada um com suas especificidades e restricdes. Neste trabalho optou-se
pelo método que emprega o0 grupo 5-nitro-2-piridinossulfenila (Npys) como
protetor/ativador, no qual a formacéo da ligacéo dissulfeto € impulsionada pelo baixo
pKa do grupo tiol aromatico, 0 que permite que a reacdo possa ser realizada sob
condicdes ligeiramente &cidas, necessarias para minimizar as reacdes indesejadas. A
presenca do grupo p-nitro no anel, aumenta a acidez do grupo tiol correspondente,
tornando-o um bom grupo de saida e, portanto, capaz de reagir facilmente em um pH
mais baixo (RABANAL, et al., 1996).

A formacéo do dimero desejado foi acompanhada por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), a qual foi concluida ap6s aproximadamente 24 horas de reacéo
(Figura 19). O produto formado foi denominado DIimAP1 (Tabela 4).

Figura 19. Monitoramento por CLAE, da reacdo de oxidacao, para preparacao do peptideo
DimAP1 (formacéo da ligacéo dissulfeto C5-C”), no inicio (A) e apds 24 horas de reacéo (B).
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Para o dimero antiparalelo, denominado DimAPLin2, contendo duas ligactes
dissulfeto (C7-C% e C5-C7), foi adotado inicialmente, o mesmo procedimento utilizado
na preparacdo de DimAP1 (Figura 18), porém utilizando Lin4 e Lin2, no mesmo meio
levemente acido. A formacdo da primeira ligacdo dissulfeto (C5-C”) também foi
acompanhada por CLAE, a qual foi concluida ap6s aproximadamente 24 horas de
reacao (Figura 20).

Figura 20. Monitoramento por CLAE, da reacdo de oxidacdo, para formacao da primeira
ligac&o dissulfeto (C5-C”) do dimero DImAPLin2, no inicio (A) e apds 24 horas de reacéo (B).
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Para conclusao da sintese do dimero antiparalelo DimAPLin2, uma nova etapa
de oxidacdo foi realizada com o dimero formado na reagdo anterior, agora
empregando iodo como agente oxidante, a exemplo do dimero paralelo, direcionando
para a formacéo da ligacao dissulfeto C’-C® (Figura 15). O monitoramento da reacdo
foi realizado por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS).

O cromatograma representado na Figura 21, é composto por dois picos
principais, com tempos de retencédo de 14,2 (a) e 14,9 min (b). O primeiro, apds analise
por espectrometria de massas, resultou em uma massa molecular de 2.539,
correspondente ao peptideo de partida, ou seja, contendo uma ligacédo dissulfeto C>-
C” e as cisteinas C” e C® protegidas com o grupo acetamidometila (Acm), e o
segundo, correspondente ao produto desejado (MM 2.394), contendo as duas
ligacOes dissulfeto antiparalelas. Neste caso, a reagdo de oxidagdao com iodo foi
incompleta, no periodo de 120 min, porém resultou na formacdo do dimero

antiparalelo em quantidade suficiente para os estudos propostos.
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Figura 21. Monitoramento por LC-MS, da reac&o de oxidagdo com iodo, para obtengcédo do
peptideo DImMAPLIN2 (formacéao da ligacdo dissulfeto C’-C%). Tempo de reacdo 120 min, apds
extracdo de iodo.

a
14.2 : 2.539,32

2.393,59

Absorbancia

149

1 L T L T T T T T T L] L 1 T T T

12 14 16 18 20 22

Tempo (min)

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.3 Purificacao e caracterizacao

Ao final de todo processo de oxidacao e obtencdo dos peptideos constantes na
Tabela 4, uma pequena quantidade de cada peptideo liofilizado (aproximadamente 1
mgq) foi dissolvida em 1 ml de &gua ultrapura, filtrada e submetida a analise qualitativa
em CLAE, sob condig¢8es analiticas, conforme descrito em Material e Métodos. A partir
dos resultados de tempo de retencdo e porcentagem de solvente obtidos nestas
analises, foram definidas as condi¢gfes relativas a concentracdo de solvente para
purificacdo dos peptideos em escala semi-preparativa, que foram semelhantes para
cada um deles (item 3.3 — Material e Métodos). As fracbes provenientes do processo
de purificacdo foram submetidas novamente a analises por CLAE em modo analitico.
O conteudo dos tubos denominados puros foi reunido e liofilizado. Posteriormente

foram analisados por CLAE em modo analitico para confirmacéo da pureza.
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Os perfis cromatograficos dos peptideos obtidos antes da purificacdo, bem como
0S respectivos cromatogramas obtidos apoOs purificacdo estdo representados nas
Figuras 22 a 25. Os peptideos purificados mostraram um dnico pico em relacdo aos
cromatogramas obtidos a partir das andlises do extrato bruto e o parametro tempo de

retencao foram mantidos.

Figura 22. Perfis cromatograficos obtidos em escala analitica para o dimero DimA’Lin2; (A)
antes e (B) apo6s purificacdo. Condicdes da analise (Material e Métodos): gradiente linear 5-
95% de solvente B em 30 min, fluxo de 1 mL.min! e detecg¢do a 220 nm.

Absorbancia
Absorbancia
L PPN I

4 I 10 " :f: ] ¥ ] 3 i 13 e ] »
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 23. Perfis cromatograficos obtidos em escala analitica para o peptideo DimLin2; (A)
antes e (B) apos purificacdo. Condigfes da andlise (Material e Métodos): gradiente linear 5-
95% de solvente B em 30 min, fluxo de 1 mL.min e detecgdo a 220 nm.

Absorbancia
Abaorbancia
L P Y

l PAN ' s\
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 24. Perfis cromatograficos obtidos em escala analitica para o peptideo DimAP1; (A)
antes e (B) apés purificacdo. Condicdes da analise (Material e Métodos): gradiente linear 5-
95% de solvente B em 30 min, fluxo de 1 mL.min e detecg¢do a 220 nm.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 25. Perfis cromatograficos obtidos em escala analitica para o peptideo DimAPLin2;
(A) antes e (B) apos purificagdo. Condicdes da analise (Material e Métodos): gradiente linear
5- 95% de solvente B em 30 min, fluxo de 1 mL.min* e detecgdo a 220 nm.

Absorbancia
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Fonte: Elaborada pelo autor.

As andlises por CLAE das fracdes puras mostraram que as purificagdes foram
bem-sucedidas, atingindo para todos os peptideos pureza relativa superior a 90%. A
sequéncia DimLin3 néo foi analisada devido ao baixo rendimento no processo de
oxidag&do com iodo, prejudicando seu processo de purificagao.

A caracterizagdo dos peptideos puros foi realizada através de ensaios de

espectrometria de massas, como descrito no item Material e Métodos. Os valores de
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massa molecular obtidos no modo electrospray positivo [ES m/z: (M + H)*], estdo

apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Massa molecular obtidas para os peptideos diméricos

Massa Molecular . Massa Molecular

Peptideo calculada obtida
(g.mol™) (g.mol?)
: : +3 778,1 2.331,28
DimA7Lin2 2.332,78
+5 467,5 2.332,46
DimLin2 2.392,98 4 598,9 2.391,57
S +6 399,6 2.391,55
+3 777,9 2.330,68
DIimAP1 2.332,78
+5 467,4 2.331,96
+3 799,0 2.393,98
DimAPLiIn2 2.394,92 ' '
m n +4 599,4 2.393,57

Fonte: Elaborada pelo autor

4.4 Determinacdo da homologia entre as topoisomerases

A sequéncia de aminoacidos € responsavel pela estrutura tridimensional da
proteina, que por sua vez é a determinante para a funcdo especifica da mesma.
Embora possa ocorrer variagdes na sequéncia de aminoacidos sem gerar nenhum
efeito negativo (estima-se que 20 a 30% das proteinas humanas sao polimérficas), a
maioria das proteinas contém regifes altamente conservadas que sdo determinantes
para a manutencdo de sua funcdo (NELSON; COX, 2018). Variacdes em regides
funcionais ou cataliticas, influenciam diretamente a capacidade de interacédo entre
compostos e obter informacdes relativas a essas regides possibilita um melhor
entendimento sobre os diferentes padrées de inibicdo apresentados. Por isso foi feita
a comparacdo das sequéncias de todas as subunidades das diferentes
topoisomerases, descritas como homélogas pela literatura, e os resultados estao
apresentados na Figura 26. Além disso, baseando-se em estruturas ja conhecidas e

por meio de técnicas de computacionais € possivel inferir sobre estruturas de
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proteinas a partir de sua sequéncia (BITENCOURT-FERREIRA; DE AZEVEDO,

2019).

Figura 26. Porcentagem de identidade e homologia entre as topoisomerases.
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Fonte: Elaborada pelo autor
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4.5 Ensaios de inibicdo enzimatica

4.5.1 Inibicdo da atividade das topoisomerases tipo Il bacterianas

Os peptideos sintetizados e purificados foram testados quanto a suas
capacidades inibitérias sobre a atividade de duas diferentes topoisomerases do tipo Il
bacteriana, DNA girase e topoisomerase V.

Inicialmente foi proposta a avaliacdo da inibicao da atividade da DNA girase de
Escherichia coli e de Staphylococcus. aureus, pelas sequéncias peptidicas diméricas
DimA’Lin2, DimLin2, DIimAP1 e DIimAPLin2. A sequéncia DimLin3 néo foi testada
devido a baixo rendimento obtido no processo de oxidagdo com iodo e posteriormente
na sua purificagao, resultando em quantidade insuficiente para os testes. Deste modo,
a influéncia da presenca de carga na extremidade C-terminal, na atividade inibitoria
sobre as topoisomerases néo pdde ser estudada.

A DNA girase € uma topoisomerase do tipo Il que introduz superenrolamento
negativo em um DNA circular fechado, gerando uma molécula mais compacta, que
migra mais rapidamente em relagdo ao DNA relaxado durante a corrida em gel de
agarose, permitindo deste modo concluir acerca da atividade da enzima na presencga
de inibidores. Assim, foram realizadas reacdes de superenrolamento do DNA
catalisadas pela DNA girase de dois microrganismos diferentes, na presenca dos
peptideos citados.

As Figuras 27 e 28 mostram a eletroforese em gel com a respectiva
densitometria obtida pelo software Image J (http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html),
para a triagem inicial dos peptideos, na concentracédo de 100 pmol.L™.

Nesta concentracdo, todos os peptideos diméricos foram capazes de inibir a
atividade da DNA girase de E. coli. Por outro lado, para a DNA girase de S. aureus,
somente os peptideos contendo duas ligacdes dissulfeto foram capazes de inibir
completamente a atividade desta enzima na concentragao do teste.

Os peptideos selecionados nas reacdes de triagem como inibidores da DNA
girase de Escherichia coli (DimA’Lin2, DIimAP1, DimLin2 e DiIimAPLIn2) e da DNA
girase de Staphylococcus aureus (DimLin2 e DimAPLiIn2) foram entdo submetidos aos

ensaios de determinag&o da concentracao inibitéria minima (Figuras 29 e 30).
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Figura 27. Eletroforese em gel e densitometria 6ptica do gel, para triagem inicial da agdo dos
peptideos DImA’Lin2, DimAP1, DimLin2 e DIimAPLin2, na concentracdo de 100 pmol.L?,
sobre a inibicdo da atividade da DNA girase de E. coli. C-: controle negativo (plasmideo
relaxado); C+: controle positivo (plasmideo relaxado + 1U de DNA girase).

C- C+ DimA’Lin2 DimAP1 DimLin2 DimAPLin2
DNA relaxado — . N e———
\ Kl .w-“. W——
- @ - c 3 - e . e |
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DNA superenrolado  mmmp J—" -

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 28. Eletroforese em gel e densitometria éptica do gel, para triagem inicial da agdo dos
peptideos DIimA’Lin2, DimAP1, DimLin2 e DimAPLiIn2 na concentracdo de 100 pmol.L* sobre
a inibicdo da atividade da DNA girase de S. aureus. C-: controle negativo (plasmideo
relaxado); C+: controle positivo (plasmideo relaxado + 1U de DNA girase).

C- C+ DimA7Lin2 DimAP1 DimLin2 DimAPLiIn2
DNA relaxado — P g e ~
! . ! ; o 1 .
» 4 -
i B
]

-

DNA superenrolado s [ e SR S

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 29. Eletroforese em gel e densitometria éptica do gel, para determinacdo da
concentragdo inibitéria minima (CIM) dos dimeros DimA’Lin2, DimAP1, DimLin2 e DimAPLin2
sobre a atividade da DNA girase de E. coli. C-: controle negativo (plasmideo relaxado); C+:
controle positivo (plasmideo relaxado + 1U de DNA girase). Os numeros em cada aplicagéo
no gel representam a concentracdo de cada peptideo em pmol.L2.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 30. Eletroforese em gel e densitometria 6ptica do gel, para determinacdo da
concentracao inibitéria minima (CIM) dos dimeros DimLin2 e DimAPLIn2 sobre a atividade da
DNA girase de S. aureus. C-: controle negativo (plasmideo relaxado); C+: controle positivo
(plasmideo relaxado + 1U de DNA girase). Os nimeros em cada aplicacao no gel representam
a concentracdo de cada peptideo em pmol.L™?.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Na Figura 29 pode-se observar que os peptideos DimLin2 e DImAPLIn2,
caracterizados por possuirem duas ligagdes dissulfeto intermoleculares foram os que
apresentaram maior inibicdo da atividade da DNA girase de E. coli, com valor de IC100
de 50 umol.L%, independentemente de as ligacdes serem paralelas ou antiparalelas.
Por outro lado, os peptideos com apenas uma ligacdo dissulfeto, DImA’Lin2 e
DimAP1, apresentaram apenas inibicdes parciais a 75 e 50 pmol.L*t, com maior
eficiéncia atribuida ao dimero paralelo. Os dimeros foram mais eficientes na inibicao
da DNA girase comparado ao monémero de origem, que ndo apresentou inibicdo da
atividade desta enzima (ROCHA, 2018).
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Semelhantemente a DNA girase de E. coli, os peptideos DimLin2 e DimAPLin2
inibiram a DNA girase de S. aureus, porém, com menor eficiéncia inibitéria, com
valores acima de 50 umol.L* (Figura 30).

As pequenas diferencas nos valores de inibicdo observados para as enzimas
DNA girase de E. coli e S. aureus podem estar relacionadas ao grau de identidade
entre as subunidades GyrA (39%) e GyrB (55%) de ambos os microrganismos
(FERRERO et al., 1994).

Ensaios de inibicdo da atividade da topoisomerase IV (Topo IV) de E. coli e S.
aureus também foram realizados. Esta enzima possui a capacidade de relaxar
moléculas de DNA superenovelado, gerando uma molécula mais volumosa que migra
mais lentamente em relacdo a molécula de DNA superenovelado fechado, durante a
eletroforese em gel. Assim, a reacdo de relaxamento do DNA superenovelado
catalisada pela Topo IV de E. coli e S. aureus, também foi realizada na presenca dos
peptideos e submetidos a eletroforese em gel.

Assim como os resultados obtidos com a DNA girase, todos os peptideos
promoveram a inibicdo da Topo IV de E. coli, na concentragdo de 100 pmol.L*
enquanto a Topo IV de S. aureus, somente os peptideos contendo duas ligacdes
dissulfeto foram capazes de inibir completamente a atividade desta enzima a 100
umol.Lt (Figuras 31 e 32).

Figura 31. Eletroforese em gel e densitometria éptica do gel, para triagem inicial da acdo dos
peptideos DIimA’Lin2, DimAP1, DimLin2 e DimAPLin2, na concentracdo de 100 pmol.L?,
sobre a inibicdo da atividade da Topo IV de E. coli. C-: controle negativo (plasmideo
superenrolado); C+: controle positivo (plasmideo superenrolado + 1U de topo V).

C- C+ DimA’Lin2 DimAP1 DimLin2 DimAPLinZ
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Fonte: Elaborada pelo autor
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Figura 32. Eletroforese em gel e densitometria Optica do gel, para triagem inicial da acdo dos
peptideos DImA’Lin2, DimAP1, DimLin2 e DIimAPLin2, na concentracdo de 100 pmol.L?,
sobre a inibicdo da atividade da Topo IV de S. aureus. C-: controle negativo (plasmideo
superenrolado); C+: controle positivo (plasmideo superenrolado + 1U de Topo V).

c C+ DimA’Lin2 DimAP1 DimLin2 DimAPLin2

DNA relaxado = -—‘ H ’ | ‘ o e -

DNA superenrolado e ey RN ‘

Fonte: Elaborada pelo autor

Peptideos foram selecionados das rea¢des de triagem como inibidores da Topo
IV de E. coli (DimA’Lin2, DimAP1, DimLin2 e DimAPLin2) e de S. aureus (DimLin2 e
DImAPLIN2) e submetidos aos ensaios de determinacdo da concentracdo inibitoria
minima (Figuras 33 e 34).

Como pode ser observado na Figura 33, os peptideos DimA’Lin2, DIimAP1 e
DimAPLIN2 inibiram de forma semelhante a Topo IV de E. coli (IC100 = 50 umol.L?)
enquanto o peptideo DimLin2 foi o melhor inibidor (IC100 = 25 pmol.L1). Para a Topo
IV de S. aureus, destaque para o peptideo com dupla ligacdo dissulfeto antiparalela
DIimAPLIn2 que, da mesma forma que para DNA girase, apresentou o melhor
potencial de inibicdo, porém com valores de IC100 bem inferiores (Figura 34).

Comparativamente ao monémero WRWYCRCK, que apresentou uma inibi¢cao
acima de 50 umol.L* (ROCHA, 2018), as respectivas formas diméricas, sempre foram
mais eficientes na inibi¢cdo da atividade da Topo IV.

A diferenca de inibicdo apresentada entre as enzimas Topo IV de E. coli e S.
aureus pode ser explicada pela baixa porcentagem de identidade encontradas em
ambas enzimas, com 38% de identidade nas subunidades ParE e GrIB e apenas 34%

nas subunidades ParC e GrlA, respectivamente (Figura 26).
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Figura 33. Eletroforese em gel e densitometria éptica do gel, para determinacdo da
concentracao inibitéria minima (CIM) dos dimeros DimA’Lin2, DimAP1, DimLin2 e DimAPLin2
sobre a atividade da Topo IV de E. coli. C-: controle negativo (plasmideo superenrolado); C+:
controle positivo (plasmideo superenrolado + 1U de Topo V). Os nimeros em cada aplicacdo
no gel representam a concentracédo de cada peptideo em pmol.L™.
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Fonte: Elaborada pelo autor
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Figura 34. Eletroforese em gel e densitometria Optica do gel, para determinacdo da
concentracdo inibitéria minima (CIM) dos dimeros DimLin2 e DimAPLIn2 sobre a atividade da
Topo IV de S. aureus. C-: controle negativo (plasmideo superenrolado); C+: controle positivo
(plasmideo superenrolado + 1U de Topo IV). Os numeros em cada aplicacdo no gel
representam a concentracéo de cada peptideo em pmol.L™.

pmol.L*
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Fonte: Elaborada pelo autor

De acordo com os resultados, os peptideos formados por apenas uma ligacéo
dissulfeto, apresentaram uma maior atividade inibitéria sobre a Topo IV da bactéria E.
coli, independentemente do tipo, paralela ou antiparalela. Diferentemente, peptideos
com duas ligacdes dissulfeto foram os mais eficientes na inibicdo da enzima de S.
aureus, com destaque para o peptideo contendo as ligagfes antiparalelas, que inibiu
parcialmente a atividade da enzima, a uma concentracdo de 3,12 umol.L™.

Tal fato pode estar relacionado a diferencas sequenciais de aminoacidos entre
ambas as enzimas testadas, visto que as subunidades GrlA e GrIB (Topo IV de S.
aureus) compartilham apenas 30% de identidade com as respectivas subunidades
ParC e ParE da Topo IV de E. coli (FERRERO et al., 1994).
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Os valores de IC100 para cada um dos peptideos testados para as reacdes de
superenrolamento e relaxamento das enzimas girase e Topo IV, respectivamente, de
dois microrganismos diferentes, estao detalhados na Tabela 6.

Tabela 6. Comparacao da atividade inibitoria de derivados dos peptideos em
topoisomerases bacterianas.

IC100 (umol.L?)2

Peptideos DNA girase Topo IV

aConcentracao do inibidor requerida para a completa inibicdo da atividade da topoisomerase;

Fonte: Elaborada pelo autor

45.2 Topoisomerases Il a e B humanas

Embora relativamente diversas, a nivel molecular, as topoisomerases tipo Il
bacterianas (DNA girase e Topo IV) e a topoisomerase Il humana (Topo II)
demonstram homologia estrutural e funcional suficiente, que é a base molecular para
0 modo conservado de interacdo entre a enzima e o DNA.

A exemplo das topoisomerases tipo Il bacterianas, importantes alvos
terapéuticos para antibiéticos naturais e sintéticos, a Topo Il humana também € alvo
de varios farmacos, utilizados na terapia antitumoral (TOPCU, 2001). Duas isoformas
de Topo Il (a e B) foram descritas em células humanas, diferindo na sua localizagao
subcelular, propriedades bioquimicas e susceptibilidade a inibicdo por farmacos
anticancer (SANDRI et al., 1996).
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Estudos in vitro de binding (ligacdo farmaco-enzima) revelaram um dominio
comum de interacdo entre as topoisomerases Il humana e os agentes antineoplasicos
e antimicrobianos (ELSEA et al., 1997). Desta forma, o efeito dos peptideos na reacéo
de relaxamento do DNA catalisado pelas duas isoformas da Topo Il humana (a e B)
também foi avaliado por ensaios de eletroforese em gel.

Dentre os peptideos submetidos ao ensaio de triagem, todos na concentragdo
de 100 uymol.Lt, somente os peptideos contendo duas ligagGes dissulfeto foram
capazes de inibir a atividade da Topo Il humana, sendo que ambos inibiram
completamente a isoforma . Os demais peptideos nao inibiram ou inibiram apenas

parcialmente as enzimas, na concentracao inicial do teste (Figuras 35 e 36).

Figura 35. Eletroforese em gel e densitometria Optica do gel, para triagem inicial da agdo dos
peptideos DImA’Lin2, DimAP1, DimLin2 e DIimAPLin2, na concentracdo de 100 pmol.L?,
sobre ainibicao da atividade da topoisomerase lla humana. C-: controle negativo (plasmideo
superenrolado); C+: controle positivo (plasmideo superenrolado + 1U de Topo lla).

C- C+ DimA’Lin2 DimAP1 DimLin2 DimAPLIn2
DNA relaxado — P e m . " H
DNA superenrolado mmmp el o :—

Fonte. Elaborada pelo autor.
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Figura 36. Eletroforese em gel e densitometria 6ptica do gel, para triagem inicial da acdo dos
peptideos DImA’Lin2, DimAP1, DimLin2 e DIimAPLin2, na concentracdo de 100 pmol.L?,
sobre a inibicAo da atividade da topoisomerase Il humana. C-: controle negativo
(plasmideo superenrolado); C+: controle positivo (plasmideo superenrolado + 1U de Topo IIB).

C- C+ DimA’Lin2 DimAP1 DimLin2 DimAPLIn2
DNA relaxado - — _— Py _. N
DNA superenrolado mmlp — ouy e

Fonte. Elaborada pelo autor.

Na determinacdo da concentracdo inibitéria minima, foram utilizados os
peptideos DimLin2 para as duas isoformas (100% de inibicdo) e DImAPLIn2 para a
isoforma B (100% inibi¢ao).

Na analise das Figuras 37 e 38, é possivel observar que DimLin2, é melhor
inibidor da Topo lla e DImAPLIn2 da Topo IIB ja que apresentaram valores de IC100
invertidos para as diferentes isoformas da enzima (Tabela 7).

A susceptibilidade da Topo Il humana apenas aos peptideos com duas ligacées
dissulfeto sugere que ambos os residuos de cisteina e suas ligacdes dissulfeto
paralelas e antiparalelas sdo fundamentais para a interagéo e inibicdo enzimatica. Em
adicado, os valores invertidos de ICi00 obtidos para as duas isoformas da enzima
podem estar relacionados ao fato de as topoisomerases humanas lla e |If serem
apenas 68% idénticas entre si e compartilharem cerca de 78% de identidade entre
suas porc¢oes cataliticas (WENDORFF et al., 2012).
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Figura 37. Determinacéo da concentracgdo inibitéria minima (CIM) do peptideo DimLin2 sobre
a atividade da topoisomerase lla humana. C-: controle negativo (plasmideo superenrolado);
C+: controle positivo (plasmideo superenrolado + 1U de Topo Il). Os ndmeros indicados em
cada aplicacdo no gel representam a concentracéo dos respectivos peptideos em pmol. L.
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Fonte. Elaborada pelo autor.

Figura 38. Determinacdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) dos peptideos DimLin2 e
DimAPLin2 sobre a atividade da topoisomerase lIB humana. C-. controle negativo
(plasmideo superenrolado); C+: controle positivo (plasmideo superenrolado + 1U de topo IIB).

Os numeros indicados em cada aplicacdo no gel representam a concentra¢do dos respectivos
peptideos em pmol. L2,

pmol. L7
C- C+ 75 50 25 12,5 6,25 312

DimLin2

DimAPLin2

Fonte: elaborada pelo autor
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Tabela 7. Comparacéo da atividade inibitoria dos peptideos diméricos em
topoisomerases Il humanas.

IC100 (umol L)

Peptideos Topoisomerase Il humana

aConcentracao do inibidor requerida para a completa inibicdo da atividade da topoisomerase;

Fonte: Elaborada pelo autor

4.5.3 Inibicdo da atividade das topoisomerases tipo |

45.3.1 Topoisomerase IB humana

A enzima topoisomerase IB humana (hTopolB) é alvo de diversos farmacos
utilizados na quimioterapia do cancer, tais como a camptotecina e seus derivados. A
busca por novos agentes antitumorais tais como inibidores de topoisomerases
humanas, representa um campo bastante interessante a ser explorado (POMMIER et
al., 2010). Nesse contexto, sendo o peptideo WRWYCRCK descrito como inibidor da
topoisomerase IB de vaccinia virus (vwwToplB) (FUJIMOTO; PINILLA; SEGALL, 2006),
enzima que compartilha de propriedades mecanisticas e estruturais com a hTopolB
(BAKER; RAJAN; MONDRAGON, 2009), decidiu-se por realizar ensaios de avaliacdo
do potencial inibitério da hTopolB pelos peptideos diméricos obtidos.

Como pode ser observado na Figura 39, todos peptideos testados foram
capazes de inibir completamente a hTopolB na concentracdo inicial de 100 umol.L?,
0 que evidencia a importancia dos residuos de cisteina e as liga¢des dissulfeto para
a atividade de inibicdo da enzima, resultado que corrobora os resultados obtidos em
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estudos semelhantes onde o peptideo WRWYARAK, no qual os residuos de cisteina
foram substituidos por alanina (A), ndo apresentou nenhuma atividade inibitoria sobre
esta enzima e a forma linear WRWYCRCK, apresentou um ICi00 de 25 pmol.L*
(ROCHA, 2018).

Figura 39. Eletroforese em gel e densitometria dptica do gel, para triagem inicial da acdo dos
peptideos DImA’Lin2, DimAP1, DimLin2 e DIimAPLin2, na concentracdo de 100 pmol.L?,
sobre a inibicdo da atividade da topoisomerase IB humana. C-: controle negativo (plasmideo
superenrolado); C+: controle positivo (plasmideo superenrolado + 1U de hTopolB).

C+ DimA’Lin2 DimAP1 DimLin2 DimAPLin2

DNArelaxado e k d H e sy J L_J
DNA superenrolado H H u H d

Fonte: Elaborada pelo autor

Os valores de IC100 apresentados pelos peptideos DimA’Lin2 e DimAP1 foram
bem préximos, sendo DimA’Lin2 pouco mais ativo (Figura 40), evidenciando que a
posicdo da Unica ligagcdo dissulfeto, C>-C5 (paralela) ou C°-C” (antiparalela) néo
exerce influéncia direta na atividade inibitéria sobre a hTopolB.

Comparativamente, os peptideos com duas ligacdes dissulfeto (DimLin2 e
DIimAPLIn2) apresentaram uma maior atividade de inibicdo da hTopolB, com valores
abaixo de 3,12 umol.L* (Tabela 8), comprovando-se a importancia da presenca das
duas ligacbes dissulfeto intercadeias no octapeptideo, para a atividade de inibi¢cao

enzimatica.

80



Figura 40. Determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM) dos peptideos DimA’Lin2,
DimAP1, DimLin2 e DimAPLINn2 sobre a atividade da topoisomerase IB humana. C-: controle
negativo (plasmideo superenrolado); C+: controle positivo (plasmideo superenrolado +1U de
hTopolB). Os nimeros indicados em cada aplicacdo no gel representam a concentracdo dos
respectivos peptideos em pmol.L™.

pmol. L
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DimA’Lin2
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Fonte: Elaborada pelo autor
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Tabela 8. Comparacéao da atividade inibitéria dos peptideos diméricos sobre a
topoisomerase IB humana (hTopolB).

1IC100 (pmoI.L'l)a
Peptideos
Topoisomerase IB humana

aConcentragéo do inibidor requerida para a completa inibicdo da atividade da topoisomerase;
* inibicdo estimada pelo software AlphaView (Alphalmager®EP).

b* 32% de inibicdo da hTopIB na concentrac&o de 6,25 umol.L.

¢* 19% de inibigdo da hToplB na concentragéo de 6,25 umol.L2.

Fonte: Elaborada pelo autor

Essa elevada capacidade na inibicao da hTopolB, pode indicar um possivel uso
das estruturas dimerizadas do peptideo WRWYCRCK em uma terapia direcionada ao
hospedeiro e eficaz contra infeccdo grave por SARS-CoV-2. Estudos recentes
realizados com modelos animais, demonstraram que inibidores sintéticos de Topo |,
tal como Topotecan, um derivado da camptotecina, suprime a inflamacao induzida por
infeccdo, reduzindo a morbidade e resgatando a mortalidade resultante da Covid-19
(YUIN et al., 2020). O mecanismo de a¢éo decorre da necessidade de resolucéo de
problemas topoldgicos resultantes da atividade da RNA polimerase para ativagéo de
genes longos (>100 kb), responséaveis pela expressao de proteinas pré-inflamatorias
(RIALDI et al., 2016).

45.3.2 Topoisomerase IA bacteriana

As topoisomerases IA, presentes em todos 0s patdégenos bacterianos, tém sido
consideradas alvos potenciais para novos antibacterianos (TSE-DINH, 2015). Estas
enzimas participam de varios processos essenciais ao metabolismo celular,
promovendo o relaxamento de DNA superenrolado (VOS et al,, 2011), gerando uma
molécula que migra mais lentamente em relagdo a molécula de DNA superenrolado
fechado, durante a eletroforese em gel.
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Assim sendo, a reacao de relaxamento do DNA superenrolado catalisada pela
topoisomerase IA de E. coli e M. tuberculosis foi realizada na presenca dos peptideos
sintetizados, e submetidos a eletroforese em gel.

Inicialmente foi proposta uma triagem, utilizando concentracdes de 100 pmol.L™?

para cada um dos peptideos, na inibicdo da atividade da enzima de E. coli (Figura 41).

Figura 41. Eletroforese em gel e densitometria dptica do gel, para triagem inicial da agdo dos
peptideos DImA’Lin2, DimAP1, DimLin2 e DIimAPLin2, na concentracdo de 100 pmol.L?,
sobre a inibicdo da atividade da topoisomerase IA de E. coli. C-: controle negativo
(plasmideo superenrolado); C+: controle positivo (plasmideo superenrolado + 1U de TopolA).

C- C+ DimA’Lin2 DimAP1 DimLin2 DimAPLin2
DNA relaxado - — - e S

DNA superenrolado sy WSS cmEEy ey GEERPY oEEE

Fonte: Elaborada pelo autor

Todos peptideos apresentaram o mesmo padrdo de inibicdo da atividade da
Topo IA de E. coli, na concentracao inicial de 100 umol.Lt, como pode ser observado
pelas bandas atribuidas aos respectivos topoisémeros.

Contudo, € importante a determinacéo da concentra¢cdo minima inibitéria (CIM)
dos peptideos que apresentaram atividade inibitéria observada na triagem inicial, para
realmente determinar o potencial de inibicdo de cada um deles. Deste modo,
DimA’Lin2, DImAP1, DimLin2 e DimAPLin2, foram testados no intervalo de

concentracdo desde 75 a 0,1 umol.L?, para Topo IA de E. coli (Figura 42).
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Figura 42. Determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM) dos peptideos DimA’Lin2,
DimAP1, DimLin2 e DImAPLIn2 sobre a atividade da topoisomerase IA de E. coli. C-:
controle negativo (plasmideo superenrolado); C+: controle positivo (plasmideo superenrolado
+1U de Topo IA). Os numeros indicados em cada aplicacdo no gel representam a
concentracdo dos respectivos peptideos em pmol.L™2.
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Fonte: Elaborada pelo autor
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A exemplo da enzima de E. coli, uma triagem inicial utilizando a concentracéo de
100 pmol.L! para cada um dos peptideos, também foi realizada para a enzima de M.
tuberculosis e, igualmente, os peptideos apresentaram o mesmo padréo de inibicdo
da atividade da Topo IA de E. coli, ou seja, inibicdo total nesta concentracéo (Figura
43).

Figura 43. Eletroforese em gel e densitometria 6ptica do gel, para triagem inicial da acdo dos
peptideos DImA’Lin2, DimAP1, DimLin2 e DIimAPLin2, na concentracdo de 100 pmol.L?,
sobre a inibicdo da atividade da topoisomerase IA de M. tuberculosis. C-: controle negativo
(plasmideo superenrolado); C+: controle positivo (plasmideo superenrolado + 1U de Topo IA).

C- C+ DimA’LinZ DimAP1 DimLin2 DimAPLin2
DNA relaxado — b4 \
¢
R u u

Fonte: Elaborada pelo autor

Assim, a determinacao da concentracdo minima inibitéria (CIM) dos peptideos
também foi realizada para a enzima de M. tuberculosis, porém no intervalo de
concentracdo de 75 a 3,12 pmol.L? (Figura 44).

Comparativamente, a capacidade inibitoria dos diferentes peptideos frente a
enzima deste género de bactéria foi inferior, o que pode ser atribuido a baixa
porcentagem de identidade (apenas 39%) entre as duas topoisomerases.

Considerando-se o fato de que o octapeptideo WRWYCRCK, possivelmente na
sua forma dimerizada, ter sido descrito como 0 mais potente inibidor das
topoisomerases IB e IA bacteriana (FUJIMOTO; PINILLA; SEGALL, 2006), os
resultados obtidos para a acdo dos analogos peptidicos sintéticos dimerizados sobre

a Topo IA de E. coli e M. tuberculosis corroboram o descrito por estes autores.
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Figura 44. Determinagdo da concentragéo inibitéria minima (CIM) dos peptideos DimA’Lin2,
DimAP1, DimLin2 e DIimAPLIn2 sobre a atividade da topoisomerase IA de M. tuberculosis
C-: controle negativo (plasmideo superenrolado); C+: controle positivo (plasmideo
superenrolado +1U de Topo IA). Os nimeros indicados em cada aplicagcao no gel representam

a concentracdo dos respectivos peptideos em pmol.L2.
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Fonte: Elaborada pelo autor
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Como pode ser avaliado nas Figuras 42 e 44, os peptideos apresentaram melhor
eficiéncia inibitoria sobre a topoisomerase IA de E. coli, e com destaque para aqueles
contendo duas ligacfes dissulfeto. De fato, os valores de IC100, Obtidos por analise
dos picos dos respectivos géis de agarose apresentados nas Figuras 42 e 44, e
detalhados na Tabela 9, mostram que os dimeros DimLin2 e DimAPLin2 foram os
mais eficientes. Comparativamente, a atividade inibitéria dos dimeros frente a Topo
IA de E. coli, foi de cerca de 10 vezes maior que a sua forma monomérica (ROCHA,
2018).

Apesar da menor eficiéncia, € importante destacar a capacidade de inibicdo dos
peptideos diméricos frente a topoisomerase de M. tuberculosis, cujos valores de IC100
(>12,5 pmol.L? ou >30 pg.mL?) sdo préximos aqueles obtidos para os farmacos
utilizados atualmente na terapia antituberculose e poderia ser uma alternativa nos

casos de cepas multirresistentes.

Tabela 9. Comparacéo da atividade inibitria dos peptideos diméricos sobre a
topoisomerase IA bacteriana.

IC100 (umol . L'l) 2

Peptideos Topiosomerase IA bacteriana

M. tuberculosis

E. coli

aConcentracao do inibidor requerida para a completa inibigdo da atividade da topoisomerase
* inibi¢cdo estimada pelo software AlphaView (Alphalmager®EP).

b*13% de inibicdo da Topo IA de E. coli na concentragdo de 0,6 umol.L™.

¢"22% de inibicdo da Topo IA de E. coli na concentragdo de 0,6 umol.L ™.

4*30% de inibigdo da Topo IA de M. tuberculosis na concentrago de 12,5 umol.L

€'40% de inibicdo da Topo IA de M. tuberculosis na concentracéo de 12,5 umol.L™.

50% de inibicdo da Topo IA de M. tuberculosis na concentracdo de 12,5 pmol.L ™.

Fonte: Elaborada pelo autor

Apés analise global dos resultados de ensaios enzimaticos, pode-se inferir que
a presenca de duas ligacdes dissulfeto parece favorecer a atividade inibitéria do
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octapeptideo WRWYCRCK, independentemente do tipo de topoisomerase e da sua
origem.

Os peptideos diméricos DimLin2 e DimAPLiIn2, que possuem duas ligacdes
dissulfeto especificas e direcionadas, foram mais efetivos na inibicdo das
topoisomerases quando comparado com aqueles contendo apenas uma ligacéo
dissulfeto (DIimA’Lin2 e DimAP1). Provavelmente, a maior rigidez estrutural dos
dimeros contendo duas ligacdes dissulfeto deve favorecer a inibicdo das diferentes
topoisomerases envolvendo a formagdo de um complexo peptideo-enzima mais
estavel e com menor mobilidade rotacional.

Comparativamente, o dimero antiparalelo DimAPLin2 mostrou ser muito mais
efetivo na inibicdo da Topo IV que o dimero paralelo DimLin2, com valores expressivos
para a Topo IV de S. aureus.

4.6 Avaliacdo antimicrobiana

O hexapeptideo WRWYCR e seu analogo D-estereoisdmero (wrwycr) sao
descritos na literatura como bons agentes bactericidas. Tais compostos possuem um
largo espectro de acdo, sendo considerados peptideos antimicrobianos cationicos.
Ressalta-se que a formacdo de homodimeros via ligacdo dissulfeto entre dois
hexapeptideos é crucial para a atividade in vitro (BOLDT, PINILLA; SEGALL, 2004;
KLEMM et al., 2000), bem como para uma potente atividade antibacteriana.

Nesse contexto, para o octapeptideo WRWYCRCK, cuja sequéncia WRWYCR
estd inserida, foram preparados dimeros direcionados os quais foram avaliados
guanto a atividade antimicrobiana.

A atividade antimicrobiana foi avaliada pela andlise do crescimento dos
microrganismos, Escherichia coli (ATCC 43895), Staphylococcus aureus (ATCC
14458) e Candida albicans (ATCC 90028), em teste de microdiluicio em 96 pocos,
sendo considerado como valor de CIM, a menor concentragdo capaz de inibir ao
menos 90% no crescimento das cepas, no periodo de 24 horas paras as bactérias e
48 horas para a levedura. Todos os resultados obtidos de CIM foram corroborados
pelo teste de resazurina, e os dados se encontram na Tabela 10.

Com base nos resultados de CIM obtidos, observou-se que a oxidagcao de um ou
dois residuos de cisteina, constituindo uma ou duas liga¢cdes dissulfeto, parece afetar

de modo diferenciado o crescimento dos microrganismos testados. Dentre os

88



peptideos estudados, DimA’Lin2 apresentou os melhores resultados de inibicdo do
crescimento de todos 0s grupos de microrganismos.

Tabela 10. Atividade antimicrobiana dos peptideos dimerizados.

Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

Fonte: Elaborada pelo autor

Nos estudos de inibicdo das topoisomerases, 0os peptideos com duas ligacdes
dissulfeto sempre apresentaram melhor atividade inibitoria, incluindo as
topoisomerases humanas, com uma pequena vantagem para o dimero antiparalelo.
Nos ensaios de atividade antimicrobiana, apesar de todos apresentarem atividades
muito préximas, DimA’Lin2 foi o mais efetivo na inibicdo do crescimento das bactérias
testados. Aparentemente, a oxidagdo da cisteina da posi¢cdo 5, com a formacéo da
ligacdo dissulfeto C5-C>, faz com que DimA’Lin2 tenha uma maior liberdade
rotacional, comparativamente a DimLin2 e DimAPLin2, moléculas mais rigidas, devido
a presenca de uma outra ligagdo dissulfeto. Esta caracteristica, somada ao fato de
gue, no meio intracelular, devido a sua composicdo e condi¢cdes de concentracao
enzimatica, distintas do meio de ensaio, reflete em um melhor ajuste da molécula ao
seu sitio de ligacdo na enzima alvo.

Ademais, ha de se considerar a permeabilidade da membrana dos
microrganismos, que pode favorecer o transporte de moléculas com maior liberdade
rotacional, tal como DiImA’Lin2, comparativamente a DimLin2 e DimAPLin2, moléculas
estruturalmente mais rigidas, devido a presenca de duas ligacdes dissulfeto.
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Por outro lado, as pequenas diferencas entre as bactérias, com valores menores
de CIM para a Gram-negativa, pode estar relacionado a presenc¢a de canais de porinas
que permitem a passagem de pequenas moléculas tais como peptideos ou em
decorréncia da caracteristica catidnica do peptideo, que promoveria sua interacao
com a membrana externa da bactéria Gram-negativa, rica em lipopolissacarideos,
lipoproteinas e fosfolipidios, deslocando os céations estabilizadores Ca?* e Mg?* e
promovendo a desestabilizagcdo do lipopolisacarideo e a formagdo de poros na
membrana celular e em consequéncia, um aumento da permeabilizagdo. Em ambos
0S casos, o resultado € o aumento na concentragcao do peptideo no citoplasma (ALFEI,
SCHITO, 2020; TORTORA; CASE; FUNKE, 2016).

Independentemente do nimero ou posi¢ao das ligacdes dissulfeto, os peptideos
apresentaram efeito bactericida pois, mesmo em concentracdes sub-inibitérias, os

peptideos sdo capazes de reduzir a populacdo microbiana de E. coli e S. aureus
(Figura 45).

Figura 45. Cinética de morte celular bacteriana.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Em relacdo a C. albicans, o teste de cinética de morte celular permitiu obter
informacdes importantes referentes ao tempo e atividade antifangica (Figura 46). De
acordo com os resultados obtidos, é possivel inferir que as mesmas concentragdes
inibitdrias minimas determinadas no teste anterior, sdo fungicidas uma vez que
promoveram reducéo de 99,9% (3 log10) de UFC/mL (ERNST et al., 1999).
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Todos os dimeros, com excecdo ao dimero antiparalelo com uma ligacéo
dissulfeto (DImAP1), apresentaram inibicéo total de crescimento em um tempo inferior
a duas horas, embora este peptideo, também tenha sido capaz de promover uma
reducao significativa neste tempo.

Figura 46. Cinética de morte celular para C. albicans.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Os peptideos utilizados apresentaram elevada capacidade bactericida/fungicida
para todas as cepas testadas, em destaque os dimeros com apenas uma ligacédo
dissulfeto, que promoveram a inibicdo em menores concentracdes inibitorias. Apesar
deste perfil bactericida em inibidores de topoisomerases, estar relacionado a
inibidores do tipo “poison”, tipico em bactérias que expressam apenas um tipo de
Topoisomerase |, os resultados aqui apresentados somados aos testes de inibigéo
realizados pelo grupo (ROCHA, 2018) corroboram com o mecanismo de agao
proposto por ROY e colaboradores (2011), que, por meio de técnicas computacionais,
prop6s que o octapeptideo linear, realiza a inibig&o se ligando ao sitio ativo da enzima,
impedindo a clivagem do DNA, e o efeito bactericida e fungicida estaria entdo
relacionado a seu amplo potencial inibitorio demonstrado em todas as classes de
topoisomerases do tipo | testadas (ROY et al., 2011; SEDDEK; ANNAMALAI; TSE-
DINH, 2021; TSE-DINH, 2009).
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4.7 Avaliacao da atividade hemolitica

Os resultados apresentados na Figura 47, evidenciam a baixa ou nula
capacidade hemolitica de todos os peptideos ensaiados. Na maior concentracao
testada,100 umol.L, apenas o dimero paralelo DimLin2 apresentou percentual de lise
eritrocitaria acima de 10% (11 = 2%). Por outro lado, o peptideo correspondente
antiparalelo apresentou uma taxa de hemolise de 8%, nesta concentracdo. Os
peptideos DImA’Lin2 e DImAP1, com apenas uma ligacéo dissulfeto, apresentaram o
mesmo comportamento, maior atividade hemolitica para o dimero paralelo (6,6% para
DImA’Lin2 e 2,1% para DimAP1).

Figura 47. Determinacao da atividade hemolitica dos peptideos diméricos
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Fonte: Elaborada pelo Autor.

O comportamento do peptideo DimAP1 neste experimento chama a atencao
pela diferenca de potencial hemolitico em relacdo aos demais dimeros, em especial
DimA’Lin2, cuja sequéncia e estrutura sdo bem semelhantes. Tal fato pode estar
relacionado a uma interagdo de modo diferenciado entre o peptideo DImAP1 e a
bicamada lipidica ou outros componentes da membrana eritrocitaria, tais como
proteinas e glicoproteinas. A presencga de apenas uma ligacéo dissulfeto e sendo esta
antiparalela (C5-C”) pode resultar em uma maior liberdade e flexibilidade estrutural

especifica de DimAP1, comparado aos outros dimeros, o que deve dificultar sua
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interacdo com a membrana do eritrécito, promovendo assim uma menor capacidade

de lise destas células.

4.8 Viabilidade Celular

Considerando-se que os peptideos diméricos sintetizados apresentaram uma
boa atividade de inibicdo da topoisomerase tipo | humana, em adicdo a inibicdo das
topoisomerases bacterianas, buscou-se avaliar a citotoxicidade desses compostos
frente a linhagens de células humanas normais e tumorais. Alguns compostos que
possuem concomitante atividade antimicrobiana e antitumoral tém sido descritos nos
altimos anos (BISACCH; HALE, 2016; AGRAWAL et al., 2017; JABLONSKI et al.,
2017).

O método colorimétrico de MTT foi utilizado para quantificar a acéo
antiproliferativa dos dimeros, uma vez que a atividade mitocondrial das células viaveis
promove a reacdo de conversao da molécula de MTT em cristais de formazan, a qual

relaciona-se proporcionalmente a viabilidade celular.

4.8.1 Células tumorais

Os peptideos sintetizados tiveram a sua acdo testada frente as células da
linhagem MCF-7 de adenocarcinoma de mama, no periodo de 24 horas. Os dimeros
DIimAP1, DimLin2, DimAPLin2 apresentaram atividade inibitéria (ICso), na maior
concentracdo testada, 100 umol.L1. Nota-se que DimLin2 também apresentou bons
resultados de reducéo da viabilidade da linhagem MCF-7, apresentando valores da
ordem de 25%, contra um pouco mais de 40% para os dimeros antiparalelos. Observa-
se na Figura 48, que os peptideos, de uma maneira geral, passaram a reduzir a
viabilidade das células tumorais, na concentracédo de 12,5 umol.Lt, com excecédo de
DimA’Lin2, que reduziu a viabilidade em concentracdes acima de 50 pmol.L™2.
Destague para os dimeros antiparalelos que, independentemente do numero de
ligacdes dissulfeto, apresentaram maior reducéao da viabilidade deste tipo de célula,
com crescimentos relativos de cerca de 80%, 70% e 60%, a 12,5, 25 e 50 pmol.L?,
respectivamente. Estes resultados comprovam, mais uma vez, a importancia da
posicao das ligacdes dissulfeto, na atividade destes dimeros, além de corroborarem
com os dados obtidos nos estudos de inibicdo das DNA topoisomerases humanas,
onde os dimeros antiparalelos apresentaram grande capacidade de inibicdo da

atividade da topoisomerase do tipo IB. Para as topoisomerases do tipo Il, estes
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peptideos ndo apresentaram ou foram pouco ativos (ICiw0 > 75 pmol.L?Y).

Considerando-se que a linhagem MCF-7 apresenta uma maior expressdo de

topoisomerases do tipo | em relacdo ao tipo Il (Figura 49), os resultados de viabilidade

para esta linhagem celular foram préximos ao esperado.

Figura 48. Estudo de viabilidade de células MCF-7 de adenocarcinoma de mama apos

tratamento com diferentes concentra¢des dos peptideos diméricos.
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Fonte: Elaborada pelo autor

Figura 49. Expressdo das topoisomerases humanas dos tipos | (A) e Il (B) em diferentes
linhagens celulares. Em destaque (assinalados com setas), a linhagem MCF-7.

Fonte: Adaptado pelo autor (https://www.proteinatlas.org/cell)
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4.8.2 Células ndao tumorais

Um dos maiores desafios para o desenvolvimento de novos farmacos, tais como
agentes antimicrobianos e antitumorais, consiste na obtencdo de compostos ativos
que nao sejam toxicos para células normais do corpo humano. Neste contexto,
ensaios de viabilidade celular em células de fibroblastos foram realizados, buscando-
se avaliar a toxicidade dos peptideos diméricos.

Como pode ser observado na (Figura 50), no periodo de 24 horas, os dimeros
DimA’Lin2, DimLin2 e DimAPLin2, promoveram reducéo inibitéria (ICso) da viabilidade
celular da linhagem NIH/3T3, em concentracGes de 25 umol.L, enquanto o dimero

DimAP1 em concentracdes de 50 umol.L?.

Figura 50. Estudo de viabilidade de células de fibroblastos NIH/3T3 apds tratamento com
diferentes concentrag6es dos peptideos diméricos.
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Fonte: Elaborada pelo autor

Estes resultados apesar de indicarem citotoxicidade dos peptideos em relagcéao
a este tipo de célula, os valores de concentracdo para este efeito estdo bem acima
daqueles observados para a atividade antimicrobiana. Ao fazer uso do indice de
seletividade (IS = ICso / MIC), € possivel observar que os valores necessarios para

promocdo das atividades antibacteriana e antifungica estdo entre 2,7 e 9,5 vezes
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menores do que os obtidos no ICso (Tabela 11). Desta forma, estes peptideos,
especialmente DImA’Lin2 e DimAP1, possuem grande potencial para serem utilizados

como agentes antimicrobianos.

Tabela 11.Indice de seletividade da acao antimicrobiana

indice de Seletividade (IS)

C. albicans

Fonte: Elaborada pelo autor

Em um estudo de citotoxicidade realizado recentemente, envolvendo células
de queratinécitos da linhagem HaCat com homélogos do peptideo WRWYCRCK, ndo
foi observado decréscimo na viabilidade celular, mesmo na concentracdo mais
elevada testada de 50 ymol.L?, o que de certa forma, ndo corrobora os resultados
aqui apresentados. Este fato pode indicar que a citotoxicidade € seletiva e relacionada
com o tipo celular. Neste contexto, estudos adicionais, tal como permeabilidade
celular, sdo necessarios para um melhor entendimento acerca dos diferentes
resultados de citotoxicidade em diferentes linhagens celulares.
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CONCLUSOES

e As metodologias empregadas para a sintese, clivagem, oxidagdo dos grupos
sulfidrilas e purificacdo dos compostos, foram eficientes, levando a obtencéo
das sequéncias peptidicas desejadas;

e A dimerizacdo direcionada foi uma boa estratégia para o estudo do efeito do
namero e posicdo das ligacdes dissulfeto, na atividade biolégica do peptideo
WRWYCRCK;

¢ A dimerizacédo envolvendo os dois residuos de cisteina favorece a atividade
inibitéria dos peptideos sobre as DNA topoisomerases, independentemente da
classe e da origem destas enzimas;

e A maior susceptibilidade das topoisomerases aos dimeros DimLin2 e
DImAPLIn2 sugere que ambos os residuos de cisteina e as respectivas
ligagdes dissulfeto nas posicdes C5-C% e C’-C”, ou C5-C” e C5-C7 séo
fundamentais para a atividade inibitoria destes peptideos;

e Os peptideos apresentaram baixa capacidade hemolitica, sendo que o0s
antiparalelos DimAP1 e DimAPLiIn2 tiveram menor capacidade hemolitica que
seus homodlogos paralelos, embora tenham apresentado praticamente o0s
mesmos resultados nos ensaios inibitérios.

e Todos os peptideos apresentaram atividade bactericida e fungicida, tendo sido
os dimeros DImA’Lin2 e DIimAP1 os mais ativos. Tal fato pode estar
relacionado com a estruturacéo destes peptideos que favorece uma atividade
de permeabilizacdo das células microbianas;

e A capacidade de Inibicdo dos peptideos diméricos frente a topoisomerase de
M. tuberculosis vislumbra como uma alternativa ao tratamento em casos de
cepas multirresistentes.

e A elevada capacidade de inibicdo da Topoisomerase IB, pode indicar um
possivel uso terapéutico dos dimeros do peptideo WRWYCRCK para pessoas
infectadas com Sars-CoV-2.

e As modificagbes estruturais implementadas na sequéncia peptidica

WRWYCRCK resultaram na obtencdo de peptideos inéditos e com grande
potencial para o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos.
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