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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

A proposta de obtencdo de peptideo-conjugados como compostos
antimicrobianos multifuncionais com atividades moleculares sinérgicas pode aliviar a
situacgédo critica e atual da resisténcia microbiana, atendendo as necessidades urgentes
da populacao, além de contrabalancear o peso financeiro exponencialmente crescente

sobre os sistemas de saude globais.

POTENTIAL RESEARCH IMPACT

The proposal of peptide-conjugates obtention as multifunctional antimicrobial
compounds with synergic molecular activities could alleviate the critical and actual
situation of microbial resistance, besides to counterbalancing the exponentially growing

financial burden on global health systems.
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Resumo

O desenvolvimento de novos farmacos com acdo antibacteriana e antitumoral requer a
identificacdo de um alvo celular especifico. Um grupo de moléculas que se tornou alvo
celular efetivo para agentes terapéuticos é o das topoisomerases. As topoisomerases,
s80 enzimas essenciais para 0s processos de replicacdo e transcricdo do DNA e,
portanto, para a viabilidade celular. InUmeros agentes antibacterianos atuam inibindo a
atividade destas enzimas, como as quinolonas, cumarinas, microcinas e toxinas
bacterianas, tais como ParE e CcdB. ParE inibe a sintese de DNA agindo diretamente
na acdo de duas topoisomerases: DNA girase e topoisomerase V. Peptideos derivados
de ParE tém sido descritos como inibidores de topoisomerases bacterianas in vitro e,
portanto, agentes antibacterianos em potencial. No entanto, a baixa capacidade destes
peptideos em permear a membrana plasmatica bacteriana impede o uso dos mesmos
para fins terapéuticos. Para contornar esta limitacdo, decidiu-se neste trabalho, projetar
e sintetizar peptideo-derivados de ParE, conjugados com fluoroquinolonas e moléculas
contendo grupos cumarinicos, e avaliar a capacidade de inibir a atividade de diferentes
topoisomerases bem como, em prevenir o crescimento bacteriano. Para isso, peptideo-
conjugados foram sintetizados pela metodologia de fase sélida, purificados e analisados
por cromatografia liquida de alta eficiéncia e caracterizados por espectrometria de
massas. Analise de dicroismo circular revelou uma conformacéo predominante em folha-
B nos peptideos, e que as conjugacbes em ParELC3M n&do alteraram de forma
significativa sua estruturacdo secundaria. A capacidade de inibicdo destes compostos
sobre a atividade das topoisomerases foi testada por ensaios de eletroforese em gel.
Atividades antibacteriana e antifiUngica avaliadas pelo método de microdiluicdo em caldo
e a viabilidade celular pelo método de MTT. Um peptideo derivado de ParE (ParELC3M)
e seus conjugados CFX-ParELC3M, CICPOQ-ParELC3M, HOCAc-ParELC3M e
CFXPip-ParELC3M foram obtidos e testados. Tentativa de expresséo da proteina ParE
também foi realizada, objetivando a obtencéo da toxina para estudos comparativos. Em
ensaios padrdo de superenrolamento e relaxamento do DNA, o peptideo ParELC3M e
seus conjugados, nao inibiram completamente a atividade da DNA girase de E. coli e S.
pneumoniae, mas inibiram a DNA girase de M. tuberculosis em concentracdes entre 50
e 125 pmolL. Por outro lado, todos peptideo-conjugados inibiram a reacédo de
relaxamento catalisada pelo topo IV de E. coli e S. pneumoniae com valores de I1C100
entre 50 e 25 umol.L't. Adicionalmente, os peptideo-conjugados CFX-ParELC3M e
CFXPip-ParELC3M inibiram a topo IA de E. coli e Topo Il de levedura com valores de
IC100 menores que 6,25 umol.L* e 3,125 pmol.L?, respectivamente. Somente CFXPip-
ParELC3M foi capaz de inibir o crescimento bacteriano, com um valor de MIC de 25
umol.Lt. Mas em relacdo a atividade antifliingica, os peptideos-conjugados n&o
apresentaram inibicdo de crescimento de C. albicans. Estes resultados indicam que a
conjugacao de grupos fluoquinolénicos a peptideos inibidores de topoisomerases, tal
como ParELC3M, podem facilitar sua passagem através da membrana bacteriana para
atingir seu alvo intracelular, as topoisomerases. Além disso, os peptideo-conjugados ndo
demostraram toxicidade em células MRC-5. Os resultados indicam que os conjugados
derivados de ParE representam uma estratégia promissora para o desenvolvimento de
novos agentes antimicrobianos.

Palavras chave: Peptideos, DNA polimerases, Antimicrobianos, Toxinas bacteriana,
Antitoxinas.
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Abstract

The development of new drugs with antibacterial and antitumor action requires the
identification of a specific cellular target. A group of molecules that has become an
effective cellular target for therapeutic agents is the topoisomerases. Topoisomerases
are enzymes essential for DNA replication and transcription processes, and therefore for
cell viability. Numerous antibacterial agents act by inhibiting the activity of these enzymes,
such as quinolones, coumarins, microcins, and bacterial toxins such as ParE and CcdB.
ParE inhibits DNA synthesis by directly targeting the action of two topoisomerases: DNA
gyrase and topoisomerase |V. Peptides derived from ParE have been described as
inhibitors of bacterial topoisomerases in vitro and, therefore, potential antibacterial
agents. However, the low capacity of these peptides to penetrate the bacterial plasma
membrane prevents their use for therapeutic purposes. To circumvent this limitation, it
was decided in this work, to design and synthesize peptide derivatives of ParE,
conjugated with fluoroquinolones and molecules containing coumarin groups, and to
evaluate their ability to inhibit the activity of different topoisomerases as well as to prevent
bacterial growth. Therefore, peptide-conjugates were synthesized using solid-phase
methodology, purified, and analyzed by high-performance liquid chromatography, and
characterized by mass spectrometry. Circular dichroism analyses revealed a
predominant B-sheet conformation in the peptide, and that the conjugations did not
significantly alter their secondary structure. The inhibitory capacity of these compounds
on topoisomerases activity was tested by gel electrophoresis assays. Antibacterial and
antifungal activity were evaluated by broth microdilution method, and cell viability by MTT
method. A peptide derived from ParE (ParELC3M) and its conjugates CFX-ParELC3M,
CICPOQ-ParELC3M, HOCAc-ParELC3M, and CFXPip-ParELC3M were obtained and
tested. Attempted expression of the ParE protein was also performed, aiming to obtain
the toxin for comparative studies. In standard DNA supercoiling and relaxation assays,
the ParELC3M peptide and its conjugates did not completely inhibit the activity of E. coli
and S. pneumoniae DNA gyrase, but inhibited M. tuberculosis DNA gyrase at
concentrations ranging 50 pmol.L! to 12.5 umol.L:. On the other hand, all peptide-
conjugates inhibited the relaxation reaction catalyzed by E. coli and S. pneumoniae
topoisomerase IV with ICi00 values ranging from 50 to 25 pymol.Lt. Additionally, the
peptide-conjugates CFX-ParELC3M and CFXPip-ParELC3M inhibited E. coli
topoisomerase IA and yeast Topo Il with IC100 values lower than 6.25 pmol.L* and 3.125
umol.L, respectively. Only CFXPip-ParELC3M was able to inhibit bacterial growth, with
an MIC value of 25 pumol.Lt. However, regarding antifungal activity, the peptide-
conjugates showed no inhibition against C. albicans. These results indicate that
conjugating fluoroquinolone groups to topoisomerase inhibitor peptides, such as
ParELC3M, may facilitate their passage through the bacterial membrane to reach their
intracellular target, the topoisomerases. Additionally, the peptide-conjugates showed no
toxicity in MRC-5 cells. The results suggest that conjugates derived from ParE represent
a promising strategy for the development of new antimicrobial agents.

Keywords: Peptides, DNA polymerases, antimicrobials, Bacterial toxins, Antitoxins
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1. Introducao
1.1. Novos agentes antimicrobianos: um cenario preocupante

A descoberta e o uso clinico de antibidticos, como a penicilina, podem ser
considerados uma das maiores conquistas da histéria da medicina. Apesar de seu valor
essencial na medicina moderna, os antibiéticos também pertencem a Unica classe de
medicamentos que perdem sua eficdcia com o uso em larga escala a medida que as
bactérias desenvolvem resisténcia aos mesmos (GAYNES, 2017). A resisténcia, assim
como a tolerancia, € um fenébmeno natural onde uma série de mecanismos bioquimicos
auxilia os patdgenos a escaparem dos efeitos letais dos antibiéticos, ameacando a
capacidade de tratamento de doencas comuns (ALI, RAFIQ, RATCLIFFE, 2018). Apesar
destes mecanismos variarem de patdégeno para patdégeno, a resisténcia € causada por
alguns fatores basicos (ou combinacfes deles), como a inativacdo do antibiético por
alteracbes quimicas, modificacdo do alvo que leva a perda de sensibilidade ao
antibiético, mudancas na bomba de efluxo e na permeabilidade externa da membrana e
efluxo plasmidico, alteragdes nos genes que codificam as topoisomerases, entre outros
(AKINWALE et al., 2018, CHANDRA et al., 2017; GUIMARAES, MOMESSO, PUPO,
2010). Diferentemente da resisténcia que € baseada em mutacdo génica e cria um
processo ativo de defesa, a persisténcia é fundamentada na formacéo e manutencao de
subpopula¢des metabolicamente pouco ativas (BALABAN et al., 2019). A persisténcia é
um estado de tolerancia transitorio em que a tolerancia ao antibiético ndo é genética e
persiste dentro de uma populacdo suscetivel. Apesar de células persistentes terem
desvantagens 6bvias a despeito do crescimento e divisdo celular, elas sdo menos
suscetiveis a situacbes de mudancas repetidas de ambiente que normalmente trazem
agentes quimicos e/ou fisicos perigosos. Tais subpopula¢cdes possuem uma grande
probabilidade de serem tolerantes a agentes estressantes por conta da inatividade de
certos alvos metabdlicos (HARMS, MAISONNEUVE, GERDES, 2016). Neste caso, as
células persistentes ndo sao resistentes, mas apenas tolerantes, ou seja, as células nao
crescem na presenca de antibidticos, mas também nd&o morrem (HELAINE;
KUGELBERG, 2014; KEREN et al., 2004).

A capacidade de as bactérias desenvolverem resisténcia aos antibidticos esta
bem documentada. Inicialmente, o arsenal de novos antibioticos era suficiente para
superar a resisténcia observada e os antibiéticos eram muitas vezes tidos como
garantidos. No entanto, a medida que a oferta de novos antibiéticos diminuiu, houve um

aumento simultdneo e preocupante do fendmeno da resisténcia aos antibidticos
1
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(DHINGRA et al., 2020). Nos ultimos 40 anos, nenhuma classe importante de antibiéticos
foi introduzida no mercado, sendo que a nova classe mais recente de antibiéticos foi
descoberta na década de 1980 (MIETHKE et al., 2021). Embora agentes antimicrobianos
como linezolida, daptomicina e retamolina tenham sido langados na década de 2000,
suas classes quimicas foram suplantadas na década de 1950 (oxazolidinona, acido
lipopeptideo e pleuromutilina, respectivamente), e estas sdo ativas apenas contra
patogenos Gram-positivos (PICCONI et al., 2020, CHIN et al., 2023).

Impulsionado pelo consumo excessivo e pelo uso imprudente de antibioticos
clinicamente utilizados, e pela evolugdo e disseminacdo continua de elementos de
resisténcia genética movel, um ndamero crescente de patdégenos bacterianos
multirresistentes (MDR) e até mesmo extremamente resistentes a medicamentos (XDR)
tém emergido. Estas bactérias MDR aumentam a morbidade, a mortalidade dos
pacientes e os custos de saude. (BANIN; HUGHES; KUIPERS, 2017). Isso tudo
evidencia que novos candidatos a medicamentos sdo cada vez mais dificeis de serem
identificados e levados ao mercado. Como resultado, ha uma lacuna crescente entre a
necessidade clinica e a inovacdo de medicamentos (URBAN-CHMIEL et al., 2022).

Vérios relatérios publicados pelas principais autoridades mundiais de saude
publica, como a OMS, o Centro Europeu de Prevencgéo e Controle de Doencas (CEPC)
e os Centros de Controle e Prevencdo de Doencas nos EUA (CCD), tém destacado a
situacdo urgente e critica da resisténcia antimicrobiana. Estima-se que pelo menos
700.000 pessoas em todo o mundo morrem todos oS anos em consequéncia de
infecgBes resistentes aos medicamentos, e este niumero poder4d aumentar para 10
milhdes até 2050 se o problema da resisténcia antimicrobiana nédo for resolvido
(MIETHKE et al., 2021).

Infelizmente, o dramético aumento mundial de bactérias resistentes a agentes
antibacterianos ndo pode ser contrabalanceado pelo atual baixo ritmo de
desenvolvimento de novos produtos terapéuticos incluindo aqueles com novos modos
de acédo (KIM et al., 2020). Assim, um investimento estratégico em novas opc¢des
terapéuticas para combater a resisténcia aos antimicrobianos € urgentemente
necessério para atender as necessidades ndo satisfeitas dos pacientes e, além disso,
para contrabalancar o peso financeiro exponencialmente crescente sobre os sistemas
de saude globais (MIETHKE et al., 2021).
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Diante deste cenério, é urgente e de suma importancia o desenvolvimento de
novos e aprimorados agentes antibacterianos, mais potentes e menos susceptiveis aos

diversos mecanismos de resisténcia bacteriana. (GAJDACS, 2019).

1.2. DNA topoisomerases: alvos estratégicos para novos agentes
antimicrobianos
As DNA topoisomerases constituem um grupo de enzimas que se tornou alvo
efetivo para véarios agentes terapéuticos. Sdo enzimas que mantém o nivel estacionario
de superenrolamento global e resolvem problemas topolégicos do DNA (McKIE;
NEUMAN; MAXWELL, 2021). O principio catalitico comum consiste na clivagem de uma
ou duas fitas de DNA, na manipulacéo da topologia e na vedacao da lacuna nas fitas de
DNA (SCHOEFFLER e BERGER, 2008). As enzimas sao classificadas em
topoisomerases tipo | e tipo Il em relagdo ao numero de fitas de DNA que séo clivadas.
Eles sdo ainda divididas em tipo IA, IB e IC de acordo com diferencas mecanisticas, e
em tipo IIA e 1IB de acordo com mecanismo e caracteristicas estruturais das enzimas
(Figura 1).

Figura 1. llustracdo dos diferentes tipos de DNA topoisomerases

Tipo | Tipo 1l
\ |
Tipo IA Tipo IB  Tipo IC Tipo IA [TipoliB'
&Clwagem Clivagem Clivagem
5" ssDNA % 3 ssDNA % 0 _.= ; 5 dsDNA ﬁ
Passagem de uma fita (SSDNA) Rotacdo controlada Passagem de duas fitas (dsDNA)

Fonte: Elaborado pelo autor

As topoisomerases do tipo |, também conhecidas como Topo |, cliva uma fita
simples do DNA e n&o requer ATP para realizar essa clivagem. Especificamente, a
subfamilia 1A das Topo |, é constituida pelas topoisomerases | e lll bacterianas,
topoisomerases lll de eucariotos e girase reversa de arqueobactérias (CHAMPOUX,
2001). Estas enzimas sao todas monomeéricas, com exce¢ao da girase reversa da
bactéria Methanopyrus kandleri, a qual consiste em um heterodimero (KRAH et al.,

1996). Elas requerem ions metdlicos bivalentes (Mg*? e Zn*?) e a exposicdo de uma
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regiao de fita simples do DNA para realizacdo da atividade catalitica. A clivagem de uma
cadeia de DNA é acompanhada pela ligagao covalente 5’-fosfotirosinil, formando uma
ponte enzima/fita Unica com o DNA, permitindo assim a passagem da outra fita através
da abertura gerada (MILLS; TSE-DINH; NEUMAN, 2018), o que resulta no relaxamento
de superenrolamentos negativos do DNA (CHAMPOUX, 2002; TEREKHOVA et al.,
2012). Em contraste, as topoisomerases tipo IB e tipo IC ndo requerem ions bivalentes
para catalise e estdo ligadas ao grupo 3'-fosfato no intermediario covalente. Nao ha
sequéncia ou homologia estrutural entre as topoisomerases tipo IA, tipo IB e tipo IC
(CORBETT e BERGER, 2004).

Constituintes de todos os patdgenos bacterianos, as topoisomerases tipo IA tém
sido consideradas alvos potenciais para a descoberta de novos agentes antimicrobianos
(TSE-DINH, 2009, 2015) porém, as Topo IA ainda ndo constituem alvos terapéuticos
clinicos. Embora ndo existam medicamentos aprovados que utilizem topoisomerases do
tipo IA como alvos celulares, pode-se argumentar que, uma vez que todas as
topoisomerases tem um residuo de tirosina no sitio ativo, para formar o intermediario
covalente, também deve ser possivel que um inibidor possa capturar e estabilizar o
complexo covalente formado pelas topoisomerases do tipo IA (SEDDEK; ANNAMALAI,
TSE-DINH, 2021).

As topoisomerases do tipo Il (Topo Il), ao contrario das Topo |, sdo enzimas ATP
dependentes que catalisam a clivagem simultanea de ambas as fitas da hélice de DNA
(Figura 1), para gerenciar emaranhados e superenrolamentos do DNA (HIRSCH e
KLOSTERMEIER, 2021). As Topo Il alteram a topologia do DNA, gerando uma quebra
transitoria da fita dupla em um segmento de DNA, formando uma ligagao covalente 5'-
fosfotirosina, e permitindo que outro segmento passe pela abertura gerada (KENDRA;
OVIATT; OSHEROFF, 2021).

Em relacdo as subclasses das Topo Il, as enzimas dos tipos Il1A e 1IB compartilham
subunidades B homologas que abrangem o sitio de ligacdo do ATP, mas possuem
subunidades A ndo homdlogas que catalisam a clivagem do DNA. As topoisomerases do
tipo IIA sdo onipresentes em bactérias e eucariotos, enquanto os membros da familia 1B
estdo presentes principalmente em archaea e plantas (JIJAN e OSHEROFF, 2023).

As topoisomerases do tipo IlA incluem a topoisomerase |l eucariética (Topo Il) e
as enzimas bacterianas topoisomerase IV (Topo IV) e DNA girase (HIRSCH e
KLOSTERMEIER, 2021).
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A DNA girase e a topoisomerase IV sdo topoisomerases bacterianas essenciais
gue controlam a topologia do DNA durante a replicacéo, transcricdo e outros processos
associados ao DNA (McKIE; NEUMAN; MAXWELL, 2021). A DNA girase introduz
superenrolamentos negativos no DNA bacteriano através de um mecanismo dependente
de ATP, enquanto a topoisomerase IV elimina principalmente os emaranhados de DNA
gue ocorrem durante a replicacdo do DNA. Ambas as enzimas sdo compostas por duas
proteinas, codificadas pelos genes gyrA e gyrB para DNA girase, e pelos genes parC e
parE no caso da topoisomerase IV (BUSH et al., 2020). Esses dois conjuntos de
proteinas sdo compostos por quatro subunidades proteicas, formando complexos
heterotetrameéricos: A2B2 para DNA girase e Cz2E: para topoisomerase IV. S&o alvos bem
documentados para a terapia antimicrobiana, sendo as fluoroquinolonas conhecidas por
possuirem um mecanismo de “direcionamento duplo” com a possibilidade de inibir ambas
as enzimas simultaneamente. O duplo direcionamento é uma perspectiva atraente para
a descoberta de medicamentos antimicrobianos, uma vez que a inibicdo de duas
enzimas simultaneamente apresenta as bactérias um desafio significativo para a
evolucao da resisténcia (TSE-DINH, 2016).

Assim, o estudo de sistemas toxina-antitoxina bacterianos (TAs), que exercem
atividades importantes no contexto da resisténcia e persisténcia bacteriana (HARMS,
MAISONNEUVE, GERDES, 2016; PATEL, 2016), podem né&o s6 ajudar a compreender
0 seu papel na disseminacao e evolucéo da resisténcia bacteriana aos antibioticos, mas
também servir de modelo para o desenho racional de moléculas tais como peptideos
derivados, com acao inibitoria simultdnea que resultem em atividades antimicrobianas
especificas e, acima de tudo, que as exercam através de mecanismos de acao
alternativos aos antibiéticos disponiveis (BELETE, 2019; PICCONI et al., 2020).

1.3. Sistemas toxina-antitoxina (TAS)

Os TAs, originalmente vinculados a sistemas de manutencao de plasmideos (OGURA e
HIRAGA, 1983), sdo pequenos modulos genéticos encontrados em estruturas genéticas
moveis bacterianas, como plasmideos, bem como em cromossomos bacterianos. Os loci
TA codificam sistemas de dois componentes que consistem em uma toxina estavel cuja
superexpressdo mata a célula bacteriana ou interrompe o crescimento celular, e uma
antitoxina cognata instavel (YANG e WALSH, 2017). Em condi¢cbes favoraveis ao
crescimento celular a toxina é normalmente neutralizada pela antitoxina. Contudo,
guando um plasmideo que codifica o TA é perdido de uma célula ou sob condi¢des de
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estresse (tal como na escassez de nutrientes e presenca de substancias nocivas), as
antitoxinas sao rapidamente degradadas por proteases e RNases, tornando as toxinas
livres para agir sobre os seus alvos com consequente interferéncia em processos
celulares fundamentais, como a replicacdo do DNA, a transcri¢ao, traducao de proteinas,
sintese da parede celular e producdo de ATP (Figura 2) e consequentemente no
crescimento ou viabilidade celular (GERDES; RASMUSSEN; MOLIN, 1986, MASUDA;
INOUYE, 2017).

Figura 2. Mecanismo de um sistema TA. (a) manuten¢ao da estabilidade do plasmideo; (b) morte

celular.
e, [ [Se [
plasmideo a o ® "

A E" «p «p

Toxina e antidoto Proliferagdo do plasmideo
& ] sdo expressados e proliferagdo celular

Perda de \ “«® [ & ' . Morte
plasmideo b . . . . . celular
(5] |

Degradaglo do antidoto AKio inativo pels toxina

. Antidoto . Protease
Youd ou RNases

. Ca . Alvo da

. Complexo Toxina-Antidoto  towina

Fonte: Adaptado de HERNANDEZ-ARRIAGA et al., 2016.

Os TAs néo séo essenciais para o crescimento celular normal, mas participam de
outros eventos celulares importantes, tais como a formacéao de biofilmes, protecdo contra
bacteriéfagos, reparacdo do DNA cromossomal e resposta a condi¢cdes adversas
(BUSTAMANTE; IREDELL, 2017), além de estarem diretamente associados a
persisténcia bacteriana (HALL; GOLLAN; HELAINE, 2017). Desta forma, os modulos TA
podem ser compreendidos basicamente como entidades genéticas que regulam o
crescimento celular em procariotos.

Os TAs sao classificados em oito grupos (tipo | a VIII), de acordo com a natureza
molecular e 0 modo de acao pelo qual as antitoxinas neutralizam as toxinas (SONG e
WOOD, 2020). Com excec¢ao do tipo VIl recentemente descoberto, no qual as toxinas

sdo RNAs, em todas as outras classes de TA, as toxinas sdo proteinas. As antitoxinas
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sdo RNAs néo codificantes (tipo I, Il e VIII) ou pequenas proteinas (tipo I, IV, V, VI e VII)
(HARMS et al., 2018, SONG e WOOD, 2020).

O grupo mais amplamente estudado de todos os modulos TA sdo os médulos do
tipo Il, onde tanto a toxina quanto a antitoxina sdo pequenas proteinas (SINGH et al.,
2021). Para a neutralizag&o da toxina, a antitoxina forma um complexo com a toxina e
atua como um inibidor de forte ligacdo (GOEDERS e VAN MELDEREN, 2013). Sob
condicbes de estresse, como privacdo de nutrientes, perda de plasmideo, alta
temperatura, estresse oxidativo, infec¢@o por bacteriéfagos ou pressao de antibioticos, a
célula garante a degradacao proteolitica da antitoxina, diminuindo assim a concentragao
de antitoxina e liberando a toxina para sua acdo toxica (WANG e WOOD, 2011,
CHUKWUDI e GOOD, 2015, COUSSENS e DAINES, 2016).

As toxinas exibem toxicidade de vérias maneiras. As toxinas MgsR, MazF, HigB e
RelE atuam como endorribonucleases especificas de sequéncia (CHRISTENSEN e
GERDES, 2003; HURLEY e WOYCHIK, 2009; ZHANG et al., 2003), enquanto as toxinas
CcdB e ParE afetam a replicacdo do DNA inibindo o superenrolamento mediado pela
DNA girase (DAO-THI et al., 2005; JIANG et al., 2002)

O sistema ParDE, identificado pela primeira vez no plasmideo RK2 de um amplo
espectro de hospedeiros, estd entre os primeiros sistemas TA identificados, e foi
denotado como “Par” por seu papel no particionamento do plasmideo através de um
sistema de morte pos-segregacional (PSK) (AMES, et.al, 2019). Neste sistema, ParE
(103 aminoécidos) é atoxina e ParD (83 aminoéacidos) a antitoxina (Figura 3). ParD existe
como um dimero em solucéo e se liga a forma dimérica da toxina ParE para formar um
complexo tetramérico capaz de neutralizar a acdo de ParE. A acdo de ParE resulta no
acumulo de quebras de DNA, promovendo a letalidade em modelos de morte por
segregacao de plasmideo (PSK) e, assim, invocando a resposta SOS in vivo (JIANG et
al., 2002).

Figura 3. Estrutura primaria de ParE e de ParD de E. coli (plasmideo RK2).

IMTAYILTTDAEADLRGIIRYTRKQWGTAQVRRYIARLEHGIADLAAGRGSFRDMSELFPELRMIHCEHHY
VFCLPHGSAPALVVAIFHERMDLMARLSERLNIES!®

ParE

IMSRLTIDMTDQQHQSLKALAALQGKTIKQYALERLFPGDADADQAWQELKTMLGNRINDGLAGKVSTKS
VGEILDEELSGDRAS®?

ParD

Fonte: Elaborado pelo autor
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Estudos realizados com peptideos derivados de ParE apresentaram resultados
promissores em termos de inibicdo da atividade tanto da DNA girase quanto da
topoisomerase IV in vitro, porém ensaios in vivo foram insatisfatorios, basicamente
devido a baixa permeabilidade da membrana celular bacteriana a estes peptideos
(BARBOSA et al., 2012).

Dada esta dificuldade, uma abordagem inovadora seria a hibridacdo destes
peptideos derivados de ParE, com uma segunda entidade funcional, tal como um
antibiético ou seu analogo que, de um lado, poderia facilitar a permeacéo e insercao
intracelular do peptideo, e de outro, melhorar a especificidade, promovendo um efeito
sinérgico das moléculas conjugadas, na capacidade inibitéria de diferentes

topoisomerases.

1.4. Peptideos conjugados

Dentre a abordagem inovadora de desenvolvimento de medicamentos peptidicos,
estd a hibridacdo de um antibiético ou seu analogo, com uma segunda entidade
funcional, tal como um peptideo, conectados por um ligante, formando os chamados
conjugados antibiotico-peptideo (APCs) que possam atuar como um antimicrobiano
multifuncional (WANG et al., 2017).

Estes conjugados podem ser agrupados em duas categorias principais (Figura 4).
Na primeira (hibridos antimicrobianos), ambos os elementos funcionais do hibrido
exercem atividade antimicrobiana (p.ex. peptideo+antibiético). Devido ao direcionamento
duplo, o desenvolvimento da resisténcia pode ser significativamente prejudicado, as
propriedades farmacocinéticas podem ser superiores em comparacdo as terapias
combinadas com os antibiéticos isolados, e a poténcia antibacteriana é frequentemente
aprimorada de maneira sinérgica. Na segunda categoria (conjugados antimicrobianos),
uma porc¢ao funcional controla o acimulo da outra parte do conjugado, p.ex. mediando
um transporte para a célula bacteriana ou bloqueando o efluxo (KLAHN; BRONSTRUP,
2017).

O proposito destes hibridos é produzir um composto antimicrobiano multifuncional
gue induza atividades antibacterianas sinérgicas que oferecam poucas possibilidades de
gue as bactérias desenvolvam resisténcia e melhorem as deficiéncias conhecidas dos
antibioticos ou peptideos, tais como a instabilidade sérica, citotoxicidade, hemdlise e
especialmente na penetracdo celular (AKINWALE et al., 2018; KLAHN; BRONSTRUP,
2017).
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Neste contexto, peptideos derivados de ParE, com reconhecida atividade inibitoria
da DNA girase, conjugados com antibidticos quinolénicos ou cumarinicos, bem como
seus analogos, poderiam resultar em um APC, com atividades antibacterianas
sinérgicas, grande capacidade de permeacéo e insercdo intracelular, menor resisténcia

antibacteriana e potencial inibitorio de DNA topoisomerases.

Figura 4. Abordagem de hibridizag&o no desenvolvimento de antimicrobianos

Antimicrobianos hibridos para alvos duplos

Ligante
-'. )n’l- P _:
Peptideo Antibiético o J
Conjugado |
Alvo 1 Alvo 2

Conjugados antimicrobianos que melhoram o transporte através da membrana

Alvo

-

Alvo

I Ligante - ! )

Peptideo Transportador Transporte através

.f". da membrana

Fonte: KLAHN; BRONSTRUP (2017), modificado.
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2. Objetivos Gerais

O obijetivo principal deste trabalho foi a sintese quimica de estruturas moleculares
obtidas pela conjugacdo de um peptideo derivado da toxina ParE e derivados
quinolénicos ou cumarinicos, que permeiem a membrana plasmatica de microrganismos

e atuem sinergicamente na inibicdo de diferentes topoisomerases.
Objetivos Especificos
Sintetizar quimicamente, um peptideo derivado da toxina ParE;

Conjugar antibiéticos e seus analogos ao peptideo projetado e sintetizado;

Obter a toxina ParE de E. coli por técnicas de expressao heterologa;

P w0 NP

Avaliar, comparativamente a toxina ParE, a capacidade inibitoria dos peptideo livre e
peptideo-conjugados, sobre a atividade de diferentes topoisomerases;

5. Verificar a atividade antimicrobiana dos peptideo-conjugados, comparativamente a
toxina ParE, por meio de ensaios de determinacéo da concentracao inibitoria minima
(CIM) e viabilidade celular;

6. Analisar o efeito citotoxico dos peptideos livres e seus conjugados;

10
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3. Materiais e Métodos

3.1. Sintese de peptideos

Um peptideo derivado de ParE, denominado ParELC3M, foi sintetizado
guimicamente pelo método da fase sélida (AMBLARD et al., 2006), de acordo com o
protocolo padrdo que emprega o grupamento base-labil Fmoc como protetor dos a-amino
grupos, e derivados t-butilicos (t-Bu) para a protecao das cadeias laterais de residuos de
aminodcidos trifuncionais (BEHRENDT; WHITEB; OFFERC, 2016) em seringa de
polipropileno de 10 mL, munida de um filtro de polietileno poroso, conectada a um sistema

a vacuo com frasco coletor de residuos (Figura 5).

Figura 5. Esquema ilustrativo da sintese de peptideo pela metodologia da fase sélida e estratégia
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Placa de
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c-c-0-N-(PJE 1 YO {E) O)—CONH, H,N—E) O}— 2
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*(® = representa um protetor de cadeia lateral de um residuo de aminoacido trifuncional genérico)

Fonte: Elaborado pelo autor

Foi inicialmente utilizado 1g de uma Rink amida MBHA com grau de substituicdo de
0,55 mmol.g?, empregando DIC/HOBt (Diisopropilcarbodiimida/1-hidroxibenzotriazol) como

agentes de condensacdo. Na etapa de acoplamento (Etapa 1 - Figura 5) de cada
11
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aminoécido, foi empregado um excesso molar de 3 vezes em relagdo a quantidade de
resina de partida (1,65 mmol), tanto para 0 Fmoc-amino4cido quanto para os agentes de
condensacdo, inicialmente em uma mistura Diclorometano (DCM):Dimetilformamida (DMF)
(1:1), por um periodo de 2 horas. A desprotegado dos grupos a-aminicos (remocéao do grupo
base labil Fmoc), ap6s a entrada de cada aminoacido, foi realizada empregando-se uma
solucao de 4-metilpiperidina 20% (v/v) em DMF (Etapa 2 - Figura 5). A eficiéncia das etapas
de entrada de cada aminoacido foi monitorada pelo teste de ninidrina (KAISER et al., 1970)
e, quando positivo (condensacdo incompleta), o processo foi repetido com 50% da
guantidade inicial dos reagentes. Uma fracdo da peptidil-resina obtida (ParELC3M-Resina)
foi separada para ser utilizada na preparacdo dos conjugados e o restante foi acetilada,
empregando 10 equivalentes de anidrido acético, em DMF, por 45 min (Etapa 3 - Figura 5).

A clivagem final do peptideo da resina e a desprotecdo dos grupos protetores das
cadeias laterais, apos acetilacéo, foi efetuada pelo tratamento da peptidil-resina com uma
solucao de clivagem contendo TFA (93,0%), agua deionizada (2,5%), etanoditiol (2,5%) e
triisopropilsilano (2,0%), a 25°C por 3 h (Etapa 4 - Figura 5).

O peptideo bruto (ParELC3M) foi precipitado, lavado com éter dietilico gelado
(repeticdo de cinco vezes). A cada repeticdo o conteudo era submetido a agitacdo e
posteriormente centrifugacdo a 4500 rpm por 5 min, seguidos da retirada e descarte do
sobrenadante. Ao final, o residuo de éter foi evaporado e o contetdo seco a vacuo. Para a
extracdo do peptideo, o produto seco obtido, foi solubilizado em uma solucdo de acido
acético 15% (v/v) seguida de centrifugacdo (4500 rpm por 5 min) por 5 vezes. Todo o
sobrenadante proveniente desta etapa foi submetido a filtracdo simples em placa de
polietileno porosa, seguido de rotoevaporacao (aproximadamente 45 min) e liofilizag&o por
24 h. Apoés essas etapas, o extrato bruto foi liofilizado, analisado, purificado e caracterizado,

juntamente com os peptideos conjugados obtidos.

3.2. Peptideo-conjugados

Na preparacao dos peptideo-conjugados, foram utilizados a ciprofloxacina (CFX), o
Acido 7-cloro-1-ciclopropil-6-fluor-1,4-dihidro-4-oxoquinolona-3-carboxilico (CICPOQ) e o
Acido 7-Hidroxicumarinil-4-acético (HOCAc) (Figura 6). O primeiro, um antibiético do grupo
das quinolonas, cujo mecanismo de acdo envolve a inibicdo da sintese de DNA,
especialmente em bactérias Gram-negativas, atuando na inibicdo da atividade da cadeia A
(GyrA) da DNA girase; o segundo, um precursor da CFX contendo um atomo de cloro em

substituicdo ao anel de piperazina na posi¢do 7 do anel quinoldnico; e o terceiro, uma
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cumarina substituida precursora da Novobiocina, um inibidor da cadeia B (GyrB) da DNA
girase, especificamente da sua atividade de ATPase.

Figura 6. Estruturas da ciprofloxacina (CFX), Acido 7-cloro-1-ciclopropil-6-fluor-1,4dihidro-4-oxoqui-
nolona-3-carboxilico (CICPOQ) e Acido 7-Hidroxicumarinil-4-acético (HOCAC)

0O 0 0O 0 ?
F F
|/\ N N Cl N T
N A A HO 00

CFX CICPOQ HOCAc

Fonte: Elaborado pelo autor

3.2.1. Sintese da Boc-CFX

Para a sintese do conjugado com ciprofloxacina, inicialmente foi necessario proteger
o0 nitrogénio da piperazina com o grupo t-Butiloxicarbonila (Boc). Para isso, 2 mmol de CFX
foram dissolvidas em 20 mL de uma mistura THF:agua (1:1) contendo 4 mL de NaOH 2
mol.L"t. Em seguida, a solucédo foi resfriada a 0°C e entdo, 3 mmol de dicarbonato de di-
terc-butila (Boc20) foram adicionados gota-a-gota. A reacdo foi entdo mantida a
temperatura ambiente, por 48 horas, no escuro sob agitacdo constante. Ao final do periodo,
o volume foi reduzido por rotaevaporacdo e a solucéo resultante, acidificada com HCI 2
mol.L, para eliminar o excesso de Boc20. O precipitado formado foi filtrado, lavado com

agua ultrapura (2x50 mL), seco sob vacuo e caracterizado (Figura 7).
Figura 7. Esquema de sintese de Boc-CFX
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O O 0”0 o 0O O

HC CH,
F H.C><CH€ H:C><CH_ F
H
| ° THF:H,O0 | OH
(\N N NaOH 2 mol.L" N

HN\) A 48 h; TA O\ O A

HC > <O
HC™ CH,

Fonte: Elaborado pelo autor
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3.2.2. Sintese dos peptideo-conjugados

Em cada uma de 3 seringas de polipropileno de 5 mL, munidas de um filtro de
polietileno poroso, foram adicionados 100 mg da ParELCM-resina (item 3.1) pré-solvatadas
em DMF. As duas primeiras foram adicionados 70 pmol de Boc-CFX e HOCAc,
respectivamente, dissolvidos na mistura DCM:DMF (1:1). A terceira, foi adicionado 70 pmol
de CICPOQ dissolvido apenas em DMF. A reacéo de condensacéo foi iniciada, adicionando
a cada uma das seringas, a mesma quantidade de DIC e HOBt (70 pmol cada), e mantendo
a reacdo por um periodo de 2 horas, no escuro, a temperatura ambiente. No caso da
condensacéo de CICPOQ, foi necessario a repeticdo do processo para a negativacdo do
teste de ninidrina. A clivagem final de cada peptideo-conjugado da resina e a desprotecao
dos grupos protetores das cadeias laterais, foi efetuada pelo tratamento da peptidil-resina
com uma solucao de clivagem contendo TFA (93,0%), agua deionizada (2,5%), etanoditiol
(2,5%) e triisopropilsilano (2,0%), a 25°C por 3 h (Figura 8).

Figura 8. Esquema de sintese dos peptideo-conjugados CFX-ParELC3M, CICPOQ-ParELC3M e
HOCAc-ParELC3M.
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DIC/HOB (DCM:DMF) v M
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HOCAc-ParELC3M (3)
Fonte: Elaborado pelo autor

Na sintese do peptideo-conjugado CFXPip-ParELC3M (Figura 9), também foi
utilizada 100 mg da ParELCM-Resina, porém acoplando-se inicialmente acido Fmoc-¢-
aminocaproico (Fmoc-Ahx), empregando DIC/HOBt como agentes de condensacdo, em
DCM:DMF. Apos a condensagédo, o grupo Fmoc foi removido empregando-se uma solucao

14



Materiais e Métodos

de 4-metilpiperidina 20% (v/v) em DMF, por 10 min a temperatura ambiente, seguida de
lavagens com DMF. Para a prepara¢do da bromo acetamida 4, adicionou-se a resina, 1,5
mL de uma mistura gelada de DIPEA:TEA (1:1) em DMF. Em seguida foram adicionados
1,5 mL de uma solucéo contendo 0,16 mmol de cloreto de bromoacetila em DCM gelado
(QANDIL et al., 2014; MUSTAEV et al., 2014). Apés agitacdo durante 15 min a 0° C, a
reacdo foi mantida a temperatura ambiente por 8 h, sob agitagdo ocasional. A reacao foi
monitorada pelo teste de ninidrina, sendo necessaria a repeticdo da reagao por duas vezes,
para obtencao da resina bromo acetamida funcionalizada 4 (Figura 9). Para a alquilacdo da
amina do anel de piperazina da CFX, uma mistura contendo 0,065 mmol de CFX (21 mg),
0,065 mmol de Kl (13,2 mg), 0,065 mmol de KHCO3 (6,6 mg) e 0,106 mmol de DIPEA (18,5
puL) em 1 mL de 2,2,2-Trifluoroetanol (TFE) e 2 mL de DCM, foi adicionada a resina 4, e a
reacao mantida por um periodo de 24 h, no escuro, em agitacdo constante a temperatura
ambiente. A reacédo de alquilacéo foi repetida duas vezes. A clivagem final foi realizada com

uma solucéo de TFA, como descrito no item 3.1, para resultar no conjugado 5 (Figura 9).

Figura 9. Esquema de sintese do peptideo-conjugado CFXPip-ParELC3M
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Fonte: Elaborado pelo autor
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3.3. Purificacédo e Caracterizagao

Ao final de todo processo de sintese e obtencdo dos peptideo-conjugados, uma
peguena quantidade de cada produto liofilizado (aproximadamente 1 mg) foi dissolvida em
1 mL de agua ultrapura, filtrada e submetida a andlise qualitativa por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE), em um sistema Shimadzu Prominense, sob condi¢cGes analiticas
(coluna C18, Jupiter Phenomenex (250 x 4,6 mm); d=5 um; 300 A), empregando um
gradiente de 30 a 90% (ParELC3M) e 5 a 95% (peptideo-conjugados) de solvente B em 30
minutos (A: 0,045% TFA em H:20; 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 retencédo e
porcentagem de solvente obtidos nestas andlises, foram definidas as condi¢des relativas a
concentracdo de solvente para purificacdo, em escala semi-preparativa (coluna C18,
Zorbax Eclipse XDB (250 x 10 mm); d=10 uym; 300 A), efetuada em um cromatografo
Shimadzu LC-20AT/SPD-20A/CBM-20A.

As condicdes de purificacdo foram idénticas para as amostras: 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 fragbes provenientes do processo de
purificacdo foram submetidas novamente a analises por cromatografia liquida de alta
eficiéncia em fase reversa (CLAE-FR) em modo analitico. O contetdo dos tubos
denominados puros foi reunido e liofilizado, com posterior analise por CLAE-FR para
confirmacao da pureza.

A caracterizacdo dos produtos foi realizada por determinacdo da massa molecular,
calculadas aplicando a equacéo 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
espectrometro de massas Bruker Amazon SL. Condi¢des de ESI-MS: capilar: 3kV, cone:

37 kV, eletrospray modo de ionizacdo positivo (ES+).

MM, hostra = (MM . 2) — (z . MMy*) Equacéo 1

Onde:

MMamostra € @ massa molecular do produto em analise;

MM é a razdo massa molecular/carga obtida por espectrometria de massas;

z € o numero de cargas que contém o peptideo ou peptideo-conjugado (z =1, 2, 3,);
MMy a massa molecular do ion hidrogénio, de valor 1,008 g.mol*
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3.4. Dicroismo Circular (DC)

A espectroscopia de DC é um poderoso método em biologia estrutural usado desde
1960 para examinar estruturas secundarias de proteinas e peptideos em solucao
(WHITMORE e WALLACE, 2007). O fenbmeno de dicroismo circular se baseia no desvio
da luz circularmente polarizada incidente em compostos opticamente ativos, onde o
componente circularmente polarizado a direita é absorvido em diferente intensidade em
relacdo ao polarizado a esquerda (KELLY; JESS; PRICE, 2005).

Em peptideos e proteinas, devido ao carater de dupla ligacdo resultante da
coplanaridade dos atomos CONH, a rotacao ao redor da ligacao peptidica é restrita, sendo
permitida apenas na ligacdo entre o atomo de nitrogénio e o carbono alfa (HN-Ca), cujo
angulo de rotacéo é @ (phi), e na ligagcédo entre o atomo de carbono alfa e a carbonila (Ca-
C=0), representado pelo angulo de rotagao W (psi). A rotacdo dos angulos especificos ® e
Y e a interacao das cadeias laterais formarao, assim, as estruturas secundarias basicas
das proteinas: a-hélice, folha-B e estrutura randémica (desordenada), responsaveis por

espectros de DC caracteristicos (Figura 10)

Figura 10. Espectros de DC mostrando o perfil caracteristico das principais estruturas secundarias
de peptideos e proteinas: a-hélice, folha- e randémica.
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40 F3 1 Positiva em 212

Randdmica
60 i L L L ' J Megativa em 192
190 200 210 220 230 240 250

Comprimento de onda (nm)

Fonte: Adaptado de WHITMORE e WALLACE (2007).
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Assim sendo, a analise da estrutura secundaria de cada peptideo foi feita pela
técnica espectroscépica de DC, empregando em espectropolarimetro JASCO J-815,
localizado no Instituto de Quimica de Araraquara - UNESP (equipamento multiusuario).
Neste trabalho, os peptideos foram estudados numa concentragéo de 60 pmol.L* em duas
diferentes condic¢des: solucdo aquosa e trifluoretanol (TFE) 60%. Foram utilizadas celas de
1 mm de caminho Optico, acimulo de 7 varreduras nos comprimentos de onda entre 190 e
250 nm e temperatura de 25°C. Para todos 0s experimentos o tempo de integracdo foi de

3 segundos por ponto e a leitura foi feita a cada 0,2 nm.

3.5. Producéo da Proteina ParE

A sequéncia do gene parE foi obtida pela empresa GO (GenOne), isolada e
amplificada por PCR (Polymerase Chain Reaction) a partir do DNA gendmico de E. coli
0157, sendo a ORF (Open Reading Frame) do gene clonado no vetor de expressao

pETDuet-1 no sitio de multiclonagem 1 entre BamHI e Sall.

3.5.1. Amplificagdo por PCR de parE

A sequéncia de DNA gque codifica para ParE foi amplificada por PCR, utilizando como
molde o vetor pETDuet-1 e foram desenhados os primers complementares as extremidades
da ORF do gene (Tabela 1).

Tabela 1. Pares de primers utilizados para clonagem em vetores de expressao heteréloga

Nome do primer Sequéncias do primer S|t|q d~e
restricéo
BamHI_F
<Forward> 5 ATATGGATCCATGACGGCGTACATCCTGAC-3’ BamH
ECORI_R: 5'- AACAGAATTCACCTTTCAGACGGTCCG CCAG -3’ ECORI
<Reverse> ) ) co
EcoRI_TER_R
<Reverses 5- AACAGAATTCTTAACCTTTCAGACGGTCCGCCAG -3’ | EcoRlI

Fonte: Elaborado pelo autor

Estes primers contém os sitios de restricAo reconhecidos para as enzimas de
restricdo BamHI_F e EcoRI_TER_R para usar o vetor de expressao pSMT3 (Figura 11) e
os primers para BamHI_F e EcoRI_R para o vetor de expressdao pSUMOuip1 (Figura 12).
Sendo pSMT3 e pSUMOuip1 vetores de expressao fusionada a proteina SUMO (Small
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Ubiquitin-like Modifier) e contém sitios de clivagem para trombina, Ulpl. O vetor pSMT3
expressa a proteina SUMO junto com uma cauda de 6xHis na por¢cado N-terminal da toxina
parE (BUTT et al., 2015), mas no vetor pPSUMOuip1, a proteina SUMO € expressa na porgao
N-terminal e a cauda de 6xHis € expressa na porcao C-terminal, tornando possivel sua

purificacdo através da ligacdo com uma coluna de niquel (SHIMOKAWA-FALCAO et al.,

2017).
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Figura 11. Mapa do vetor pSMT3 utilizado na clonagem de parE

w RBS | ATG 6xHis SUMO | MCS |T7term

CAACCECACCTETGECECCGETEATGCCGECCACGAT GUGT COGEC ETAGAGGATCG

pET upstream primec FEIZ14-2

T7 promoter

AGATCTCGATCCCGCGAAAT TAATACGACTCACTATA

AATAATTTTGTTTAACTTTAA

AGC GEC
Ser Gy

aagy <ca
Lys Fro
toa gag
Ber Glu

aga cag
Lrg Eln

ace cot
Thr Pro

EcoR 1
Gad TTC

rh=

CeC 65C AGC

Hde I
CAT ATG CT AGC

Ber

gto oot gag

Tal Fro &Fu

aaa acc act

Ly=s Thr Thr

too aga ttc

Sex Lxg Phe

gag gat aac gat att
Elu Rzn Lzsp

Hind III Wot I

Hiz Het IAla

C GT CGA C AR GCT T GC GGC CGC A CT CGA

Xba I

GEEEAATTGTGAGCGGATEL CAATTCCCT TCTAGA
Heo 1
GAAGGAG ATATA COC ATG G

Het
Rhe I

Hi=- Tag

GO AGC AGC CAT CAT CAT CAT CAT CAT AGC

Sar His His Hiz Hirz His Hiz Ser

SUMO

gac toa gaa got aat caa gaa got
Lsp Ser Glu  Wal Lsn Gln Flu Lla

aat tta aag gtg toc gat gga tot
Ben Leu Lys Tal Ser Aps Ely Zex

agy oty atg gaa gog tte got aaa
Lrg Leu Het Glu Ala Phe Mla Lys

gyl att aga aat caas geot gat cag
Gly Ile Lrg TIle Gln Ala Rsp Eln

Eam HI

got cac aga gaa <ag att ggt GGA TCC
Ala His RArg Glu Gln Il Ely Ely Sex

Glu Phe

ToC GiC
Sexr aly

Ila

Cys

Gly Lrg

Hi=- Tag
& CA CCA CCA CCA CCA CCA CT:z AGA
Ala Pro Pro Pro Pro Pro Leu Rhrg

Bpu 1102 I

TizC TAA CRAAGCCCEAAAGGRAGCTEAGTTGECTECTGCA COGCT GAG CAATAACTAGGC

T7 temdnator primex#BEa337-3

ATAACCCCTTEEEGCCTCTAAACGGETCTTGAGGEGTTITITTG CTCGAAAGGAGEAACTATATCCEGAT

Fonte: Adaptado de BUTT et al., 2015
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Figura 12. Mapa do vetor pPSUMOup: utilizado na clonagem de parE

&, suvo LacUV5 | Ulpl | c-Myc
@ PSUMOy,;,
(4958 bp)
(P15 ) Oy
154 (Lm®)

Nco |
CCATGGGCTCGGACTCAGAAGTCAATCAAGAAGCTAAGCCAGAGGTCAAGCCAGAAGTCAAGCCTGAGACTCACATCAATTTAAAGGTG

TCCGATGGATCTTCAGAGATTTTCTTCAAGATCAAAAAGACCACTCCTTTAAGAAGGCTGATGGAAGCGTTCGCTAAAAGACAGGGTAAG
< SUMO

GAAATGGACTCCTTGAGATTCTTGTACGACGGTATTAGAATCCAAGCTGATCAGACCCCTGAAGATTTGGACATGGAGGATAACGATATTAT

Bam HI Kpn | Bglll Sacl Hind 1l EcoRI

TGAGGCTCACAGAGAACAGATTGGT § ;
Pst | Aatll Nde Sal | Xho|

6xHis

CATCACCATCATCACCACCTTAAGTAATAATCGAACAGAAAGTAATCGTATTGTACACGGCCGCATAATCGAAATGGCTTTACACTTTATGCTT
Afl 1l LA LacUV5

Lac operator
CCGGCTCGTATAATGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCATCTTAGTATATTAGTTAAGTATAAGAAGGAGATATACATGCTGGTGCC
LacUV5

GGAACTGAATGAAAAAGATGATGATCAGGTTCAGAAAGCACTGGCAAGCCGTGAAAACACCCAGCTGATGAATCGTGATAACATTGAAAT

TACCGTGCGCGATTTCAAAACCCTGGCACCGCGTCGTTGGCTGAATGATACCATTATTGAGTTTTTTATGAAATACATCGAAAAAAGCACC

CCGAATACCGTTGCCTTTAACAGCTTTTTCTATACCAATCTGAGCGAACGTGGTTATCAGGGTGTTCGTCGCTGGATGAAACGTAAAAAAA

Ulpl
CCCAGATTGACAAACTGGATAAAATCTTCACCCCGATTAATCTGAATCAGAGCCATTGGGCACTGGGTATTATTGATCTGAAAAAAAAAAC

CATCGGCTACGTTGATAGCCTGAGCAATGGTCCGAATGCAATGAGCTTTGCAATTCTGACCGATCTGCAAAAATATGTGATGGAAGAAAGC

AAACATACCATCGGCGAAGATTTTGATCTGATCCATCTGGATTGTCCGCAGCAGCCGAATGGTTATGATTGTGGTATTTATGTGTGCATGAA

TACCCTGTATGGTAGCGCAGATGCACCGCTGGATTTTGATTATAAAGATGCAATTCGTATGCGTCGCTTTATTGCACATCTGATTCTGACAG

3xGly Pacl
ATGCACTGAAAGGTGGCGGTGAACAGAAACTGATCTCTGAAGAAGACCTGTAATAATTAATTAA
c-Myc

Fonte: Adaptado SHIMOKAWA-FALCAO et al., 2017

O protocolo de amplificag&o foi realizado com um volume final de 25 pL contendo 2,5
pL de buffer High Fidelity, 0,5 uL de dNTP, 0,5 pL de Taq High Fidelity Pol(Cellco®), 1,25
pL de cada primer (concentracao final de 10 pmol/uL de cada primer), e aproximadamente
2 ng de DNA molde. Com isso, foi ajustado o volume final da reacdo de 25,0 pL com agua.
As reacOes de desnaturacdo foram realizadas em Termociclador Veriti (Applied
Biosystems) na condicéo inicial de desnaturacdo a 95°C por 3 minutos, posteriormente 35
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ciclos de 95°C por 1 minuto, 54°C por 1 minuto e 72°C por 7 minutos. Os produtos foram
purificados utilizando o kit PCR (Cellco®). Os produtos de PCR foram analisados em gel de
agarose 1%, corados com brometo de etideo e visualizados sob luz UV.

De acordo com a sequéncia de nucleotideos de parE, foram desenhados e
sintetizados primers complementares a extremidade da ORF do gene, os quais se ligam ao
mesmo, servindo de ancoragem para a enzima Taq polimerase, responsavel pela

polimerizagao do DNA.

3.5.2. Construcao de vetores de expressao

Para a expressao heteréloga das ORF’s de parE foram utilizados os vetores de
expressdo pSMT3 e pSUMOujp1. Os vetores e a sequéncia de parE foram clivadas com as
mesmas enzimas de restricdo BamHI e EcoRI os quais permitiriam a clonagem do gene no
vetor de expressao pSMT3 e pSUMOup1. O produto purificado da reacdo de PCR foi
utilizado para ligagdo nos vetores de expressao. Para a reacéo de ligacdo foram usados
100 ng do plasmideo, 30 ng do produto amplificado purificado, 1 pL da enzima T4 DNA
ligase 3 U.uL?, 2 pL do tampéo de reacdo 5x em um volume total de 20 uL. A reacéo de

ligacdo foi mantida a 4°C overnight.

3.5.3. Clonagem nos vetores pSMT3 e pSUMOuip1

A reacdo de ligacao foi utilizada para transformar por choque térmico, células de E.
coli DH5a quimio competentes. A transformacéo foi realizada adicionando 200 uL de células
de E. coli DH5a a 10 uL de produto de ligagao (construgcdo de parE-pSUMOuip1 € parE-
pSMT3), em seguida cada solucéo foi incubada em banho-maria a 42°C por 1,5 minutos e
novamente em gelo por 3 minutos. ApGs o choque térmico, foram adicionados 800 uL de
meio Luria Bertani (LB) e incubado a 37°C por 1 h. Apds esse periodo, 200 pL da cultura
foi plaqueada em meio LB &gar contendo 25 pg.mL! de canamicina para parE-pSMT3 e
cloranfenicol para pSUMOuip1 € incubadas por 37°C por 16 h.

Uma das col6nias positivas foi repicada em 5 mL de meio LB contendo 25 pg.mL™*
de canamicina para parE-pSMT3 e cloranfenicol para parE-pSUMOuip1. O DNA plasmidial
foi extraido com o kit de mini-prep (Promega) utilizando o protocolo segundo fabricante.
Posteriormente, esses plasmideos foram utilizados para as reacdes de sequenciamento e
clivagem com enzimas de restricdo, com o intuito de confirmar a identidade da construcéao.
O material extraido foi quantificado no nanodrop sendo obtidas aproximadamente para
parE-pSMT3 99 ng.uL? e para parE-pSUMOuip: 83,6 ng.uL™* de DNA.
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3.5.4. Transformacgéo de parE-pSUMOuip: € parE-pSMT3 em E. coli
Origami (DES3)

O mesmo procedimento de transformacdo de células competentes de E. coli foi
utilizado com as construcdes parE-pSMT3 e parE-pSUMOuip1, por choque térmico em
células quimio competentes que, apos transformacédo, uma das colbnias foi repicada em
um pré-inéculo de 5 mL de meio LB liquido contendo 25 pg.mL?' de canamicina e
cloranfenicol e incubadas por 37°C por 16 h a 250 rpm. ApGs esse periodo, foi realizada
uma diluicdo de 1:100 de pré-inéculo em 500 mL de LB liguido com 25 pL.mL* dos mesmos
antibidticos, e a cultura foi mantida nas mesmas condi¢cfes de temperatura e agitacao até
chegar em sua fase logaritmica de crescimento (DO=0,5 e A=600 nm). A produgéo de
proteinas foi induzida pela adicao de IPTG (isopropil B-d-1-tio-galactopirandsideo) na
concentracéo final de 0,4 mmol.L por 16 horas. A presenca da proteina no sobrenadante
foi verificada tomando aliquotas de 500 pL da cultura em intervalos de 1 hora para analise
da expressédo em SDS-PAGE 15%.

ApoOs o periodo de indugéo, o volume total da cultura foi submetido a centrifugacéo
em centrifuga Sorvall RC5C plus rotor SLA15000 (3000 x g; 4°C por 10 min). O precipitado
contendo as bactérias foi ressuspendido em 25 mL de tampéo de lise (Tris 10 mmol.L?,
NaH2POs 50 mmol.L'* e NaCl 300 mmol.L, pH 8,0) por litro de cultura e submetido a
sonicacdo com 8 pulsos de 1 minuto com 20% de poténcia, intercalados por pausas de 30
segundos, em sonicador Sonic Desmembrator 500 (Fischer Scientific), para lise celular.

O lisado foi centrifugado em Sorvall RC5C plus rotor SS34 (3000 x g a 4°C por 10
min), para a separacdo das fracdes soluvel (sobrenadante) e insoluvel (precipitado). A
fracao soluvel foi filtrada a vacuo em filtro de 0,45 um e a fracao insoluvel foi ressuspendida
em tampéo de lise (50 mL por litro de cultura), sendo coletados 500 puL de sobrenadante e
500 pL do precipitado ressuspendido em 5 mL de tampéo de lise pH 8,0, os quais foram

utilizados para posterior analise em um teste de solubilidade em SDS-PAGE 15%.

3.5.5. Purificacdo da proteina ParE

A presenca da proteina (ParE-pSMT3 e ParE-pSUMOuip:1 contendo uma sequéncia
de seis histidinas na regido N-terminal e uma na regido C-terminal) no sobrenadante foi
verificada em SDS-PAGE 15%. A purificacao foi realizada em cromatografia de afinidade
em resina de niquel Ni-NTA superflow (Qiagen) a 4°C. A coluna foi pré-equilibrada, com 5
volumes de tampao de lise (pH 8,0), o sobrenadante da cultura induzida previamente filtrado

foi adicionado. Apos ligacdo da proteina a resina, foi realizada uma lavagem da coluna com
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3 volumes de tampédo de lise e seguiu-se para eluicdo da proteina em tampéao de lise
contendo concentracdes crescentes de imidazol (10, 25, 50, 75, 100, 250, 500 e 1000
mmol.L?), sendo 2 volumes das solu¢gées com 10 a 100 mmol.L? e 3 volumes da solugéo
com 250 mmol.L* de imidazol. As amostras eluidas foram analisadas em SDS-PAGE 15%

corado com azul de comassie.

3.6. Ensaios deinibic&o da atividade enzimética

As DNA topoisomerases utilizadas nesse trabalho, com excecéo da Topo IA de
Escherichia  coli, foram  adquiridas comercialmente da |Inspiralis Ltda
(http://www.inspiralis.com) e fornecidas com os respectivos tampdes e substratos. A Topo
IA de Escherichia coli, foi adquirida comercialmente da New England Biolabs
(https://international.neb.com), sendo fornecida também com o seu tampéo de ensaio e
substrato. Para todos os ensaios de inibicdo enzimatica, inicialmente foram feitas triagens,
utilizando ParELC3M e os peptideo-conjugados sintetizados, em uma concentracao inicial
de 100 pmol.L?, afim de avaliar o potencial de inibicédo frente a cada uma das enzimas.
Posteriormente, aqueles com atividade inibitoria nesta concentragéo, foram selecionados e
testados em concentracdes decrescentes, a fim de se determinar a minima concentracéo

gue venha a inibir 100% da atividade da topoisomerase (IC100).

3.6.1. Inibicao da atividade da DNA girase

Os ensaios de inibicdo do superenovelamento do DNA (inibi¢éo da atividade da DNA
girase) de Escherichia coli, Mycobacterium tuberculosis e Streptococcus pneumoniae,
foram realizados incubando-se 1 unidade (U) da enzima com 0,5 ug de plasmideo pBR322
relaxado em tampdo de ensaio na presenca do peptideo ou peptideo-conjugado de
interesse em diferentes concentragdes, em um volume de reacgao total de 30 uL, conforme
protocolo da Inspiralis Ltda. A incubacéo foi feita a 37°C por 30 min no tampé&o de ensaio
(descrito abaixo). Posteriormente a reacéo foi interrompida pela adicdo de 3 uL de SDS 2%
e incubacao por 5 minutos a 65°C. Em seguida foram adicionados 15 pL de solucédo de
STEB (sacarose 20%; Tris.HCI 0,05 mol.L?, pH 8,0, EDTA 0,05 mol.L! e azul de
bromofenol 0,5 mg.mL?') e 60 uyL da mistura cloroférmio:alcool isoamilico (24:1).
Posteriormente as amostras foram centrifugadas por 3 min a 12.000 rpm e o0s
sobrenadantes recolhidos e analisados por eletroforese em gel de agarose 1% em tampao
TBE (Tris 89 mmol.L?, &cido bérico 89 mmol.L; EDTA 2 mmol.L%, pH 8,0), submetidas a

tensdo constante de 60 V a temperatura ambiente por 2 horas. Apés a corrida, o gel foi
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corado durante 15 minutos com uma solugdo de brometo de etidio (1 ug.mL) em tampéao
de corrida TBE e analisado em um fotodocumentador Alpha Imager EP System da Alpha

Innotech.

Escherichia coli

Tampao de diluicdo: Tris.HCI 50 mmol.L?; KCI 100 mmol.LY; DTT 2 mmol.L?; EDTA 1 mmol.L?;
glicerol 50% (m/v); pH =7,5;

Tampéo de ensaio (5x): Tris.HCI 35 mmol.L?; KCI 24 mmol.L; MgClz, 4 mmol.L?; Espermidina 1,8
mmol.L; DTT, 2 mmol.Lt; ATP 1 mmol.L?; glicerol 6,5% (v/v); Albumina 0,1 yg.mL?; pH = 7,5;

Streptococcus pneumoniae

Tampéo de diluicdo: Tris.HCI 50 mmol.L?; KCI 100 mmol.L?; EDTA 1 mmol.L':; DTT 2 mmol.L?;
glicerol 50% (m/v); pH = 7,5;

Tampdo de ensaio (5x): Tris.HCI 35 mmol.L; KCI 24 mmol.Lt; MgClz,4 mmol.L'3; DTT 2 mmol.L?;
ATP 1 mmol.L%; Espermidina 1,8 mmol.L?; Albumina 0,1 mg.mL™; glicerol 6,5% (m/v) pH = 7,5;

Mycobacterium tuberculosis
Tampdao de diluicdo: Tris.HCl 50 mmol.L; DTT 5 mmol.L?; glicerol 30% (m/v); pH = 7,9.

Tampdo de ensaio (5x): HEPES.KOH 50 mmol.L; Acetato de magnésio 6 mmol.Ll; DTT 4
mmol.L?; ATP 1 mmol.L?; Glutamato de potassio 100 mmol.L?; Espermidina 2 mmol.L?; Albumina
0,05 mg.mL?; pH =7,9.

3.6.2. Inibicdo da atividade da topoisomerase IV (Topo V)

Os ensaios de inibicdo do relaxamento do DNA superenovelado pela atividade da
Topo IV de E coli, e S. pneumoniae foram realizados incubando-se 1 unidade (U) da enzima
com 0,5 pg de plasmideo pBR322 superenovelado na presenga do peptideo-conjugado de
interesse em diferentes concentragdes, em um volume total de reagdo de 30 pL, conforme
protocolo da Inspiralis Ltda. A incubacé&o ocorreu a 37°C por 30 min no respectivo tampao
de ensaio (descrito abaixo). Posteriormente as amostras foram tratadas, submetidas a
analise de eletroforese em gel de agarose e analisadas em fotodocumentador, conforme

descrito no item anterior.

Escherichia coli

Tampéo de diluicdo: HEPES-KOH 40 mmol.L;DTT 1 mmol.L:; EDTA 1 mmol.L?; glutamato de
potassio 100 mmol.L?; glicerol 40% (m/V); pH = 7,6;

Tampdo de ensaio 5x: HEPES-KOH 50 mmol.L?; glutamato de potassio 100 mmol.Lt; acetato
de magnésio 10 mmol.L™; DTT10 mmol.L'*; ATP 1 mmol.L?; Albumina 50 ug.mL?; pH=7,6;

24



Materiais e Métodos

Streptococcus pneumoniae

Tampéo de diluicdo: HEPES-KOH 40 mmol.L'Y; DTT 1 mmol.L'; EDTA 1 mmol.L?; glutamato de
potassio 100 mmol.L?; glicerol 40% (m/v); pH = 7,6;

Tampéo de ensaio (5x): Tris.HCI 40 mmol.LY; NaCl 10 mmol.L; MgCl, 6 mmol.L?; glutamato de
potassio 200 mmol.LY; DTT 10 mmol.LY; ATP 1 mmol.Lt; Soroalbumina bovina 0,05 mg.mL?; pH =
7,5;

3.6.3. Inibicdo da atividade da topoisomerase IA de E. coli

Os ensaios de inibicdo do relaxamento do DNA superenovelado (inibicdo da
atividade da topoisomerase IA de E. coli) foram realizados incubando-se 1 unidade (U) da
enzima com 0,5 ug de plasmideo pBR322 superenovelado na presenca do peptideo-
conjugado de interesse em diferentes concentragdes, em um volume total de reagdo de 30
WL, conforme protocolo da New England Biolabs A incubacgao foi feita a 37°C por 20 min
no respectivo tampédo de ensaio. Apos o periodo de reacdo, a enzima foi inativada a 65°C
por 20 min. Posteriormente as amostras foram tratadas, submetidas a andlise de
eletroforese em gel de agarose e analisadas em fotodocumentador, conforme descrito no
item 3.5.1.

Tampéo de diluicdo: Tris.HCI 10 mmol.L*; KCI 50 mmol.L; DTT 1 mmol.L'; EDTA 0,1 mmol.L?;
(NH4)2S04 35 mmol.L?; glicerol 50% (v/v); pH = 7,5;

Tampdo de ensaio (10x): Acetato de potassio 50 mmol.L?; Tris.Acetato 20 mmol.L?, acetato de
magnésio 10 mmol.L; Albumina 100 ug /mL; pH = 7,9;

3.6.4. Inibicdo da atividade da Topoisomerase Il de levedura

Os ensaios de inibicdo do relaxamento do DNA superenovelado (inibicdo da
atividade da Topo Il) de levedura foram realizados incubando-se 1 unidade (U) da enzima
com 1 uL de ATP mais 0,5 ug de plasmideo pBR322 superenovelado em tampao de ensaio
na presenca do peptideo-conjugado de interesse em diferentes concentracfes, em um
volume total de reagao de 30 pL, conforme protocolo da Inspiralis Ltda. A incubacéo foi
realizada a 37°C por 30 min no tampao de ensaio. Posteriormente as amostras foram
tratadas, submetidas a andlise de eletroforese em gel de agarose e analisadas em
fotodocumentador, conforme descrito no item 3.5.1.

Tampéo de diluicdo: Tris.HCI 50 mmol.L; NaCl 200 mmol.L*; DTT 5 mmol.L'; EDTA 1 mmol.L™?;
glicerol 50% (m/v); pH = 7,5;

Tampdo de ensaio (5x): Tris.HCI 20 mmol.L; KCI 200 mmol.L; MgClz, 10 mmol.L?; glicerol 4%
(Viv); pH=7,9;
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3.7. Avaliagéo da atividade antimicrobiana

Para a avaliacao da atividade antimicrobiana dos peptideo-conjugados sintetizados,
visando a determinacdo das concentragfes inibitérias minimas (CIMs), foi utilizado o
método de microdiluicdo, de acordo com o protocolo Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) M7-A10, 2015 e M27-A3, 2008, com modificacdes.

Foram utilizadas as cepas padrdo de E. coli O153:H17 (ATCC 43895), S. aureus
resistente (ATCC 14458) e Candida albicans (ATCC 90028), todas adquiridas do
Laboratério de Microrganismos de Referéncia do Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude — INCQS da Fundacgéo Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Rio de Janeiro.

3.7.1. Preparacéo do inoculo

Uma aliquota de cada microrganismo armazenadas a -80°C, foi descongelada e
subcultivada em meio especifico sendo Muller Hinton (MH) para bactérias e caldo
Sabouraud Dextrose (SDB) para leveduras, em estufa, a 37°C, por 24 horas. Apos o
periodo de crescimento, os microrganismos foram semeados em placas contendo meio
agar especifico, sendo agar MH e SDB para as bactérias e levedura, respectivamente, e
entdo incubadas em estufa de crescimento a 37°C durante 24 h para as bactérias e 48 h
para a levedura. A cultura-estoque assim obtida foi armazenada em geladeira, a 4°C, por
no maximo 3 meses e apds esse tempo, 0 processo descrito era repetido.

Apbs o periodo de incubacéo e com auxilio de uma alca de platina, transferiu-se 3 a
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
agitacao a 140 rpm por 18 horas, para crescimento. Em seguida, cada inoculo foi utilizado

nos ensaios de determinacdo de concentracao inibitdria minima.

3.7.2. Determinagdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) para
bactérias

Inicialmente, a concentracdo do inoculo foi ajustada espectrofotometricamente, de
acordo com o padrao de turbidez McFarland 0,5 que obtém uma absorbéancia de 0,10 a 625
nm. Neste padréo, esta suspensdo deve conter aproximadamente 1x10%8 UFC.mL™, sendo
gue, para a utilizacdo nos ensaios, foi diluida em meio MH, resultando em uma suspensao
bacteriana de concentracéo final de 1x10% UFC.mL™.

A atividade de inibicdo foi determinada pela técnica de diluicdo em microplacas.

Resumidamente, 20 pL de tampé&o PBS foram adicionados a cada pog¢o de uma microplaca
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de 96 pogos estéril. Aliquotas de 20 pL de cada peptideo-conjugado foi diluido em série
nos pocos (100 até 0,39 umol-L™") seguidas de adigdo de 80 pL de meio de cultivo MH.
Finalmente, foram adicionados 100 pL de suspensdo bacteriana em cada poco da
microplaca, totalizando um volume final de 200 uL por poco.

As microplacas foram incubadas em uma estufa a 37°C por 24 horas e os testes
foram realizados em duplicata. Como controles positivo e negativo do crescimento
microbiano, foram empregados respectivamente, suspensao bacteriana e suspensao
bacteriana contendo ciprofloxacina (Sigma N1628) nas mesmas concentracdes utilizadas
para os peptideo-conjugados, em um volume final de 200 L. Apds o periodo de incubagéo,
as placas foram submetidas a analise 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 foi
determinada por uma analise comparativa com os controles utilizados. Os resultados da
atividade antimicrobiana foram calculados e expressos em porcentagem de inibicdo de
acordo com a equagao 2.

%inibigio = |1 — (moumestra=POneio | 41 g Equac&o 2

DOcontrole- = DOmeio

Onde:

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

3.7.3. Determinacao da concentracao inibitdria minima (CIM) para fungos

Para Candida albicans, a concentracao foi ajustada espectrofotometricamente entre
0,10 e 0,15 de densidade otica (DO), a 530 nm, sendo esta correspondente a uma
concentragdo aproximada de 1x10° UFC.mL! (RODRIGUEZ-TUDELA et al., 2001). Para a
utilizac&@o nos ensaios, a suspensao foi diluida em SDB até a obtencéo de uma suspensao
de concentracédo final de 1x103 UFC.mL™.

A atividade inibitéria dos peptideo-conjugados foi determinada pela técnica de diluicéo
em microplacas. Neste caso, 20 uL de meio de tampao PBS foram adicionados a cada po¢o
de uma microplaca de 96 pocos estéril. Aliquotas de 20 uL de cada peptideo-conjugado foi
diluido em série nos pocos (200 até 0,39 pmol-L™) seguidas da adicdo de 80 uL de meio
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de cultivo SDB. Foram adicionados entdo, 100 pL da suspensdo padronizada de C.
albicans, em cada poco, totalizando um volume final de 200 uL por pogo.

As microplacas foram incubadas em uma estufa a 37°C por 48 horas e os testes foram
realizados em duplicata. Como controles positivo e negativo do crescimento microbiano
foram empregados, respectivamente, suspencéo de leveduras e suspensado de leveduras
contendo fluconazol, nas mesmas concentracdes utilizadas para os peptideo-conjugados,
em um volume final de 200 uL. Apds o periodo de incubagao, as placas foram submetidas
a analise espectrofotométrica, utilizando um leitor de microplacas EPOCH da Biotek
Instruments, em comprimento de onda de 595 nm.

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 equacédo 2, da mesma forma que na determinacéo da atividade

antibacteriana.

3.8. Ensaios de toxicidade

A analise de viabilidade celular foi realizada empregando o método colorimétrico de
MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazdlio, Sigma), que se baseia na
analise quantitativa dos cristais de formazana formados pela reagéo de redugdo do MTT
por desidrogenases mitocondrias. Desta forma, a reducdo do MTT a formazan é
diretamente proporcional a atividade mitocondrial e a viabilidade celular (LOBNER, 2000;
MOSMANN, 1983).

Foram utilizadas células da linhagem MRC-5 (ATCC CCL-171), correspondente a
fibroblastos de tecido pulmonar derivado de um embrido caucasiano humano, em meio
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Lonza), suplementado pela adigcdo de 10%
de soro fetal bovino inativado (Gibco), gentamicina a 4 mg.100 mL* de meio de cultura,
estreptomicina a 1 yL.mL* de meio de cultura (denominado DMEM-C).

Inicialmente as células foram lavadas com solucdo salina tamponada de fosfato
(PBS), removidas da garrafa com auxilio de tripsina e ajustadas para uma concentracao de
5x10* células.mL1, com auxilio de uma Camara de Neubauer.

Posteriormente, 100 pyL da cultura foram adicionados a uma placa de 96 pocos e
incubados a 37°C por 24 horas com 5% de CO2. Como controle positivo de crescimento,
foram utilizadas células em meio DMEM-C e como controle negativo de crescimento,

apenas meio DMEM-C, sem células. Apés o periodo, com as células ja aderidas a placa, o
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meio de cultura foi removido e foram adicionados 100 pL de solucdo PBS estéril para
lavagem. Logo apos o descarte do sobrenadante, inoculou-se 100 puL de solugdo de
peptideo diluido em DMEM-C nas concentragbes: 200, 100, 50 e 25 ymol.L"' e mantidos
em contato com as células durante 72 horas sob as mesmas condi¢cfes de incubacdao.
Ap6s o periodo, a solucao foi descartada e foram adicionados 100 yL de solugao
PBS estéril para lavagem. Em seguida, apos descartar o sobrenadante, foram adicionados
aos pocos 180 pL de solugdo composta por DMEM e PBS estéril, na proporgcao de 1:4, e
entdo 20 uL de solugdo de MTT a 1,0 mg.mL-'. Apds, as placas foram incubadas por 4 horas
a 37°C e 5% CO2. Apos esse periodo, 0os sobrenadantes foram descartados e foram
adicionados 100 uL de alcool isopropilico e DMSO na proporc¢ao de 1:1 para dissolver dos
cristais de formazan formados. A absorbancia foi determinada em espectrofotbmetro de
microplaca EPOCH da Biotek Instruments com filtro de 540 nm. Os testes foram realizados
em triplicata, para os diferentes periodos e foram calculados e expressos em porcentagem

de inibicdo de acordo com a equacgao 3.

(AbSgmostra—AbS(-))

Of Vi T _
% Viabilidade Abscs,— Absc)

x100 Equacédo 3

Onde:

Absamostra: representa a média da absorbancia de cada amostra analisada;

Abs,), representa a média da absorbancia do controle negativo de meio (DMEM);

Abs+) controle positivo de crescimento, média da absorbancia do controle positivo,
considerando-se como a maior viabilidade celular (100%) aquelas culturas celulares
realizadas somente em presencga de meio DMEM.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Design e sintese de peptideo e peptideo-conjugados

A sequéncia peptidica bésica obtida e utilizada neste trabalho foi projetada tendo
como base a estrutura primaria da toxina bacteriana ParE (Figura 3), considerada um
inibidor do processo de replicacdo, cujo alvo € a enzima DNA girase (JIANG et al., 2002).

Algumas evidéncias tém indicado que a regido C-terminal desta toxina (contendo
uma a-hélice e trés folhas 3) € uma regido critica para sua estabilidade e toxicidade e,
portanto, com maior probabilidade de estar envolvida na interacdo com a DNA girase
(FIEBIG et al., 2010; DALTON e CROSSON, 2010; BARBOSA et al., 2010). A estrutura
de ParE de E. coli predita por modelagem molecular (Figura 13) foi utilizada como base
para o design de uma série de peptideos derivados, os quais foram estudados quanto a

capacidade de inibir a atividade de topoisomerases bacterianas, dentre eles ParELC3.

Figura 13. Diagrama de fita de ParE de E. coli. A a-hélice C-terminal e as trés folhas beta, 2,
B3 e B4, estao coloridas em vermelho, laranja, azul e magenta, respectivamente.

S105
y

Fonte: BARBOSA et al., 2012.

Resultados promissores foram obtidos com este peptideo, sendo obtidos valores
de ICiw0 (concentragdo necessaria para inibicAo completa da atividade da
topoisomerase) de 20 e 10 pmol.L! para DNA girase e topoisomerase IV,
respectivamente (BARBOSA et al., 2012). No entanto, ParELC3 foi inativo contra

bactérias devido a sua incapacidade de atravessar as membranas bacterianas. Para
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contornar essa limitacéo, decidiu-se por conjugar a este peptideo, estruturas moleculares
complexas, tais como antibiéticos ou seus analogos, na tentativa de um lado, facilitar a
permeacao e insercdo intracelular do peptideo e, de outro, melhorar sua especificidade,
promovendo um efeito sinérgico com as moléculas conjugadas e aumentar a capacidade
inibitéria sobre as diferentes topoisomerases.

Nesse contexto, o peptideo ParELC3M (Figura 14) foi projetado semelhantemente
ao peptideo ParELC3, gue mantém uma das folhas beta (B4) e a alfa hélice C-terminal,
substituindo o residuo de arginina na posi¢cdo 100 (R100) por Lisina (Figura 14). Esta
substituicdo teve como objetivo a criagcdo de um sitio intramolecular (Ne da Lisina) para

a possivel conjugacao de outras estruturas moleculares néo peptidicas, caso necessario.

Figura 14. (a) Estrutura priméaria de ParELC3M e b) diagrama de fita do peptideo ParELC3M, a
a-hélice no C-terminal e a folha 34, utilizada no desenho do peptideo

P80

(@) (b)

Acetil-*°PALVVAIFHERMDLMARLSEK- NH>

Fonte: Elaborado pelo autor

Assim, o peptideo ParELC3M foi sintetizado, utilizando uma resina do tipo Rink-
amida MBHA com grau de substituicdo inicial de 0,55 mmol.g, de acordo com a
metodologia descrita no item 3.1. A sintese ocorreu sem maiores problemas, sendo
necessarios poucos reacoplamentos. Apos o acoplamento dos aminoacidos, a massa de
peptidil-resina obtida foi de 1.724 mg, das quais 1.200 mg foram armazenadas e o
restante acetilado para obtencédo de ParELC3M. O uso de Rink Amida MBHA resina e o
procedimento de acetilacdo, foram necesséarios para mimetizar as ligacdes peptidicas
nestas regides, visto que nestes peptideos, os residuos das extremidades C- e N-
terminais correspondem a um residuo interno da sequéncia da toxina. As etapas de
clivagem e extracdo também ndo apresentaram problemas e ocorreram com sucesso,

resultando ao final 140 mg do peptideo ParELC3M (Figura 14).
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Com o intuito de desenvolver novos inibidores peptidicos de DNA topoisomerases,
decidiu-se por adotar uma abordagem que envolve a hibridacdo de ParELC3M com
estruturas moleculares com acdo antibiética ou seus precursores, formando os
denominados peptideo-conjugados. Para a sintese de cada um dos peptideo-
conjugados, foram utilizados 100 mg de peptidil-resina previamente armazenada, e a
guantidade correspondente de CFX, CICPOQ e HOCAc, empregando-se a metodologia
descrita no item 3.2.2. As reacOes de condensacgao exigiram algumas alteragbes no
sistema solventes habitualmente utilizados, devido a diferenca de solubilidade dos
componentes, mudancas nos agentes de condensacao, além da necessidade de
repeticbes nas reacdes de condensacao, especialmente para o CICPOQ. No caso do
conjugado CFX-ParELC3M, foi necessario promover a prote¢cdo do anel piperazinico,
com o grupo Boc, antes da condensacdo com o peptideo, a fim de se evitar reacdes
cruzadas entre moléculas de CFX. As etapas de clivagem e extracdo nao apresentaram
problemas e ocorreram com sucesso apos algumas adaptacdes, resultando ao final 84,
35 e 30 mg dos peptideo-conjugados CFX-ParELC3M, CICPOQ-ParELC3M e HOCAc-
ParELC3M, respectivamente, todos na forma denominada bruta ou impura.

Para o peptideo-conjugado CFXPip-ParELC3M, primeiramente foi acoplado um
espacador (acido e-aminocaproico), o qual foi ativado com cloreto de bromoacetila para
direcionar a reacao ao anel piperazinico da CFX. Esta metodologia foi desenvolvida para
a obtencéo de um conjugado pertencente a categoria dos hibridos antimicrobianos onde
ambos os elementos funcionais do hibrido exercem atividade antimicrobiana (p.ex.
peptideo + antibiético), diferente dos demais que estdo inseridos na categoria de
conjugados antimicrobianos, onde uma por¢ao funcional controla o acumulo da outra
parte do conjugado na célula (Figura 4). Ao final, apGs etapas de clivagem e extracao,

foram obtidos 60 mg do produto esperado, na sua forma bruta.

4.2. Purificacado e caracterizacao

Apés as etapas de sintese, clivagem e extracdo, uma pequena quantidade de
ParELC3M e de cada peptideo-conjugado liofilizado (aproximadamente 1 mg) foi
dissolvida em 1 mL de &gua ultrapura, filtrada e submetida a analise qualitativa por
CLAE-FR, como descrito no item 3.3. A partir dos resultados de tempo de retengao e
porcentagem de solvente obtidos nestas analises, foram definidas as condic¢des relativas
a concentracéo de solvente para purificacdo dos peptideos em escala semi-preparativa,
gue foram semelhantes para cada um deles (item 3.3 — Metodologia).
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As fracbes provenientes do processo de purificagdo, foram submetidas
novamente a analises por CLAE-FR em modo analitico. O conteddo dos tubos
denominados puros foi reunido e liofilizado. Posteriormente, foram analisados por CLAE-
FR em modo analitico para confirmacéo da pureza.

Os perfis cromatograficos dos peptideos obtidos antes da purificacdo, bem como
0s respectivos cromatogramas obtidos apos purificacéo estdo representados nas Figuras
15 a 19. Os peptideos purificados mostraram um Unico pico em relacdo aos
cromatogramas obtidos a partir das analises do extrato bruto e o parametro tempo de

retencao foram mantidos.

Figura 15. Perfis cromatograficos obtidos em escala analitica do peptideo ParELC3M antes (A)
e apos purificacdo (B). Condi¢des gerais de analise (Materiais e Métodos): gradiente linear 30 a
90% de solvente B em 30 min, fluxo de 1 mL.min* e deteccdo a 220 nm. Figura inserida, espectro
de massas ES+.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 16. Perfis cromatograficos obtidos em escala analitica do peptideo-conjugado CFX-
ParELC3M antes (A) e apds purificacdo (B). Condicdes gerais de analise (Materiais e Métodos):
gradiente linear 5 a 95% de solvente B em 30 min, fluxo de 1 mL.min? e deteccédo a 220 nm.
Figura inserida, espectro de massas ES+.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 17. Perfis cromatograficos obtidos em escala analitica do peptideo-conjugado CICPOQ-
ParELC3M antes (A) e ap0s purificacdo (B). Condi¢des gerais de andlise (Materiais e Métodos):
gradiente linear 5 a 95% de solvente B em 30 min, fluxo de 1 mL.min? e detecgdo a 220 nm.
Figura inserida, espectro de massas ES+.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 18. Perfis cromatograficos obtidos em escala analitica do peptideo-conjugado HOCAc-
ParELC3M antes (A) e apoés purificacao (B). Condicdes gerais de analise (Materiais e Métodos):
gradiente linear 5 a 95% de solvente B em 30 min, fluxo de 1 mL.min e deteccédo a 220 nm.
Figura inserida, espectro de massas ES+.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

As analises por CLAE-FR das fragBes puras mostraram que as purificacdes foram
bem-sucedidas, atingindo para todas as amostras pureza relativa superior a 95%.

A caracterizacdo dos peptideo-conjugados puros foi realizada através de ensaios
de espectrometria de massas, como descrito no item 3.3 e representados como figuras
inseridas nos respectivos cromatogramas. Os valores de massa molecular obtidos no
modo electrospray positivo [ES m/z: (M+H)*], apresentados na Tabela 2.
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Figura 19. Perfis cromatogréaficos obtidos em escala analitica do peptideo-conjugado CFXPip-
ParELC3M antes (A) e ap6s purificacdo (B). Condi¢Bes gerais de analise (Materiais e Métodos):
gradiente linear 5 a 95% de solvente B em 30 min, fluxo de 1 mL.min? e detecgdo a 220 nm.
Figura inserida, espectro de massas ES+.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 2. Massas moleculares tedricas e obtidas por espectroscopia de massas.

ParELC3M 2.467,99 :f', gg:gg
CFX-ParELC3M 2.739,30 5’1 2;2;33
CICPOQ-ParELC3M 2.689,61 :i 232:82
HOCAc-ParELC3M 2.628,13 :i 222125
CFXPip-ParELC3M 2.910,77 :i %é;gg

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os resultados foram coincidentes com o tedrico esperado, confirmando a
identidade das estruturas sintetizadas. O conjunto de resultados, permite concluir que os
procedimentos utilizados para sintese, clivagem de peptidil-resina e metodologias de
purificagéo desenvolvidas foram adequados, levando a obtengéo da sequéncia peptidica
esperada e seus respectivos conjugados. O rendimento de cada produto, apdés o
processo de purificacdo esta representado na Tabela 3.
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Tabela 3. Massa obtida de cada produto sintetizado, apds o processo de purificacao.

ParELC3M 7,0
CFX-ParELC3M 7,1
CICPOQ-ParELC3M 2,6
HOCAc-ParELC3M 8,8
CFXPip-ParELC3M 3,6

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3. Dicroismo Circular

O conhecimento da estrutura secundéria de proteinas e peptideos de interesse
bioldgico € de fundamental importancia para ajudar a entender o modo de acao destas
moléculas. Neste sentido, buscou-se avaliar o efeito da conjugacdo na estrutura
secundaria do peptideo ParELC3M, por meio da técnica de dicroismo circular. Os
ensaios de DC para ParELC3M e seus conjugados foram conduzidos nas condi¢bes
descritas em Materiais e Métodos, em duas diferentes condi¢des: solucédo aquosa e TFE
60% em agua (Figura 20), Utilizando como referéncia para a analise dos espectros, a
Figura 10, que mostra as diferentes formas de espectros de CD, que séo referentes as

possiveis estruturas secundarias de proteinas.

Figura 20. Espectros de CD obtidos para ParELC3M e seus conjugados em (A) solu¢do aquosa,
(B) TFE 60%,
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Fonte: Elaborado pelo autor
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E na ligagcdo peptidica (mais especificamente, no grupo amida) que o principal
cromoéforo das proteinas e dos peptideos € encontrado. As transi¢cdes eletrbnicas
presentes neste grupo acontecem principalmente na regiao do UV-distante (160-240nm),
sendo assim esta € a regido mais utilizada para investigar a estrutura secundaria dessas
moléculas. O grupo amida possui trés orbitais = e dois pares nao ligantes de elétrons (n)
presentes no oxigénio. Assim, as transicdes possiveis sdo do tipo mm*, que levam a
molécula do estado ligante (r) para o antiligante (m*), e as do tipo nm* (BULHELLER,;
RODGER; HIRST, 2007; WALLACE; JANES, 2009). A interpretacdo padrdo do DC,
considera duas transi¢cdes, a transicdo nm+* em comprimentos de onda mais longos
(~215-230 nm) e a primeira transicado it (NV 1) em comprimentos de onda mais curtos
(~185— 200nm) (WOODY e KOSLOWSKI, 2002).

A analise do espectro de CD de ParELC3M em solucdo aquosa (Figura 20A),
apesar de ruidoso, possivelmente a baixa concentracdo, apresentou uma tendéncia
predominante de estruturacdo em folha-f3, cuja banda positiva na regiao de 195 nm, esta
associada a uma transicéo nr+ e a banda negativa em 225 nm, a transicéo nm* (WOODY,
1996). Este resultado confirma a existéncia da folha 34 de ParE introduzida na estrutura
do peptideo. Os espectros referentes aos conjugados de ParELC3M, mostraram poucas
variagdes, porém mantendo o mesmo perfil, evidenciando pouca ou nenhuma alteracéo
da estrutura secundaria do peptideo ap6s conjugacéo.

Em solucdo aquosa contendo TFE 60% (Figura 20B), ParELC3M mostrou a
mesma estruturacdo observada em agua, porém com maior definicdo. H4 uma forte e
definida banda negativa a 225 nm, o que refor¢ca a tendéncia de estruturacado em folha-
B, ja que TFE é um indutor de estrutura secundaria. A conjugacdo, assim como em
solucdo aquosa, promoveu pequenos shifts nos comprimentos de onda, possivelmente
devido a interferéncia dos ligantes nas transi¢cdes nrr+ das ligacdes amida de ParELC3M,

mas sem modificar as caracteristicas comuns de uma estruturagdo em folha-f3.
4.4. Producéao de ParE

4.4.1. Amplificagao

As reagbes de amplificacdo por PCR High Fidelity (HF) usando os
oligonucleotideos iniciadores contendo a sequéncia do sitio de restricdo da enzima

BamHlI foi realizada com sucesso utilizando as condices descritas no item 3.5.1.
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O fragmento amplificado, de 311 pB, pode ser visualizado na Figura 21. Este
fragmento, apds ter sido purificado, foi usado na reacéo de ligacdo nos vetores pSMT3
e pSUMOuipz.

Figura 21. Amplificagdo da ORF de parE por PCR HF a partir do vetor pETDuet-1, utilizando os
primers especificos. (A) Marcador de peso molecular (GeneRuler 1 kb Thermoscientific), (B) pro-
duto amplificado, indicado pela seta.

A B

3000 pb

500 pb
parE

250 pb 309 pb

Fonte: Elaborado pelo autor

4.4.2. Clonagem

O produto da amplificacéo foi digerido e transformado em células de E. coli DH5a.
Dentre as colbnias obtidas selecionaram-se algumas, ao qual foram submetidas a uma
analise de PCR de colbnia e pela clivagem dos vetores com as enzimas de restricao
apropriadas para confirmacdo da clonagem (Figura 22). A PCR de colonia no vetor

pPSMT3 néo teve sucesso.

Figura 22. Confirmacgéo da clonagem pela clivagem do vetor pSUMOuyjp1 mais inserto. (A) Mar-
cador de peso molecular (GeneRuler 1 kb Thermoscientific), (B) Aliquota de clivagem, indicado
pela seta em 311 pb. Revelado por electroforese em gel de agarose 1% e brometo de etideo.

10000 pb

5000 pb J <« Vetor pSUMO

Inserto

250 pb parE

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.4.3. Expresséao e purificagédo da toxina ParE em E. coli origami

O processo de producédo e purificagdo de proteinas foi realizado de acordo ao
descrito nos itens 3.5.4. e 3.5.5. As amostras coletadas permitiram a avaliagdo o perfil
de expresséao da proteina ParE de forma gradual a partir do inicio até a quarta hora de
inducéo, bem como as fracdes solluveis confirmado em gel de poliacrilamida (SDS-Page
15%; Figura 23). Neste sentido, na analise em SDS-PAGE néo foi constatada a presenca
de bandas com a massa molecular de 12.087 kDa nos clones induzidos utilizando o vetor
pSUMOup1. Dado este resultado, poder-se supor que a atividade citotoxica da toxina
ParE acarretou a morte da bactéria, o que impossibilitou sua obtencdo e
consequentemente 0 uso desta toxina, nos estudos comparativos de inibicdo de

atividade das DNA topoisomerases.

Figura 23. Andlise de SDS-PAGE da proteina ParE em E. coli origami. (1) Marcador molecular
BlueClassic Prestained Protein Marker-Jena Bioscience.; (2) lavagem; (3) lavagem com imidazol
10 mmol.L%; (4) imidazol 25 mmol.L?; (5) imidazol 50 mmol.L?; (6) imidazol 75 mmol.L?; (7)
imidazol 100 mmol.L?; (8) imidazol 250 mmol.L%; (9) imidazol 500 mmol.L?; (10) imidazol 1000
mmol.Lt em SDS-PAGE 15 %. A seta aponta onde estaria a banda da proteina expressa.

kDa 6 7 8 9 10 _

12,1

Fonte: Elaborado pelo autor

4.5. Ensaios de inibicdo da atividade das topoisomerases bacterianas

ParELC3M e seus conjugados, foram testados quanto a suas capacidades
inibitorias sobre a atividade de duas diferentes topoisomerases do tipo Il bacteriana (DNA

girase e topoisomerase V), bem como de uma do tipo I, a topoisomerase IA de E. coli.
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4.5.1. Ensaios de inibicdo da atividade de DNA girase

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 relacdo ao DNA relaxado durante a corrida em gel de agarose,
permitindo deste modo concluir acerca da atividade da enzima na presenca de inibidores.
Assim, foram realizadas reacdes de superenrolamento do DNA catalisadas pela DNA
girase, na presenca de ParELC3M e dos peptideo-conjugados sintetizados.

As Figuras 24, 25 e 26 mostram a eletroforese em gel, para a triagem inicial da
acdo dos produtos sintetizados, na concentragéo de 100 uymol.L, sobre a DNA girase

de E. coli, de S. pneumoniae e M. tuberculosis, respectivamente.

Figura 24. Eletroforese em gel, para triagem inicial da acdo dos produtos (a) ParELC3M, (b)
HOCAc-ParELC3M, (c) CICPOQ-ParELC3M, (d) CFX-ParELC3M e (e) CFXPip-ParELC3M, na
concentragdo de 100 umol.L?, sobre a inibicdo da atividade da DNA girase de E. coli. C-:
controle negativo (pBR322 relaxado); C+: controle positivo (pBR322 relaxado + 1U de DNA
girase)

DNA relaxado —»

DNA superenovelado ——

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 25. Eletroforese em gel, para triagem inicial da agdo dos produtos (a) ParELC3M, (b)
HOCAc-ParELC3M, (c) CICPOQ-ParELC3M, (d) CFX-ParELC3M e (e) CFXPip-ParELC3M, na
concentragdo de 100 umol.L?, sobre a inibicdo da atividade da DNA girase de S. pneumoniae.
C-: controle negativo (pBR322 relaxado); C+: controle positivo (pBR322 relaxado + 1U de DNA
girase).

C- C+ a b c d e

DNA relaxado —— @&

DNA superenovelado ——

Fonte: Elaborado pelo auto
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Figura 26. Eletroforese em gel, para triagem inicial da acédo dos produtos (a) ParELC3M, (b)
HOCAc-ParELC3M, (c) CICPOQ-ParELC3M, (d) CFX-ParELC3M e (e) CFXPip-ParELC3M, na
concentragdo de 100 umol.L™?, sobre a inibicdo da atividade da DNA girase de M. tuberculosis.
C-: controle negativo (pBR322 relaxado); C+: controle positivo (pBR322 relaxado + 1U de DNA
girase).

C- C+ a b c d e

DNA relaxado ——»

DNA linear 2 .——»

DNA superenovelado ——

Fonte: Elaborado pelo autor.

E possivel observar nestas figuras, a especificidade inibitéria dos produtos
testados, na atividade da DNA girase de diferentes espécies. O peptideo ParELC3M e
0s seus conjugados CFX-ParELC3M e CFXPip-ParELC3M, foram capazes de inibir a
atividade da DNA girase de E. coli, na concentragdo de 100 pmol.L, porém, a exemplo
dos demais peptideo-conjugados, ndo inibiram a DNA girase de S. pneumoniae. Essa
diferenca de inibicdo apresentada entre as enzimas pode ser explicada pelas variacbes
nas regides funcionais ou cataliticas, que devem estar influenciando diretamente a
capacidade de interagdo com os diferentes compostos.

Por outro lado, na triagem realizada para a DNA girase de M. tuberculosis, todos
0s peptideos presentaram inibicdo de atividade enzimatica, no entanto, as bandas
produzidas na acéo do peptideo ParELC3M e do conjugado CFXPip-ParELC3M, diferem
daquelas produzidas por HOCAc-ParELC3M, CICPOQ-ParELC3M e CFX-ParELC3M
(Figura 26), o que pode levar a duas conclusdes possiveis, em relacdo aos produtos
formados: 1) inibicdo com formacdo de topoisbmeros distintos, ou seja DNAs de
diferentes niumeros de ligacéo ou 2) producéo de DNA linear. Neste ultimo, o peptideo e
0 seu conjugado com ciprofloxacina (CFXPip-ParELC3M), podem estar inibindo a
atividade da DNA girase, logo apds a etapa de clivagem da dupla fita, levando a um
aumento na quantidade de DNA circular aberto e possivelmente a producdo de DNA
linear, o que justificaria o aparecimento da Unica banda entre as bandas de DNA relaxado

e DNA superenovelado.
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Apés os ensaios de triagem, o peptideo e os conjugados selecionados como
inibidores da DNA girase foram entdo submetidos aos ensaios de determinacdo da

concentracdo requerida para inibicdo completa da atividade enzimatica (IC100) (Figuras

27 e 28).

Figura 27. Eletroforese em gel para determinac¢éo de IC1qo de (a) ParELC3M, (b) CFX-ParELC3M
e (c) CFXPip-ParELC3M sobre a atividade da DNA girase de E. coli. C -: controle negativo
(pBR322 relaxado); C+: controle positivo (pBR322 relaxado + 1U de DNA girase). Os numeros
em cada aplicagdo no gel representam a concentragao do peptideo ou conjugado em pymol.L™2.

(a)
pmol.L"!
C- C+ 75 50 25 12,5
DNA relaxado ——
DNA superenovelado ——
pmol.L"!
(b) c- c+ 75 50 25 12,5
DNA relaxado ——
DNA superenovelado ——»
pmol.L™!
(c) c- c+ 75 50 25 12,5

DNA relaxado —»

DNA superenovelado ——

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 28. Eletroforese em gel para determinacéo de ICio0 para (a) ParELC3M, (b) HOCAc-
ParELC3M, (c) CICPOQ-ParELC3M, (d) CFXPip-ParELC3M e (e) CFX-ParELC3M sobre a
atividade da DNA girase de M. tuberculosis. C-: controle negativo (pBR322 relaxado); C+:
controle positivo (pBR322 relaxado + 1U de DNA girase). Os niumeros em cada aplicacdo no gel
representam a concentragdo do peptideo ou conjugado em umol.L .

(a) (b)

DNA superenovelado ——

(c) (d)
pmol.l"! pmol.L"!

C- C+ 75 50 25 12,5 6,25 c. C+ 75 50 25 12,5 6,25

DNA relaxado ——s

DNA superenovelado —s

(e)
pmol.L™!

C- C+ 75 50 25 12,5 6,25 3,125

DNA relaxado —

DNA superenovelado ——

Fonte: Elaborado pelo autor.

Na Figura 27 observa-se um padrdo de inibicdo muito parecido tanto para o
peptideo ParELC3M quanto aos seus conjugados com ciprofloxacina, ou seja, todos
apresentaram um IC100 de 75 umol.L?, o que mostra que a conjugacéo deste antibidtico,
seja no seu grupo carboxilico ou no seu anel de piperazina, ndo provocam qualquer
alteracdo no perfil inibitério do peptideo, na atividade da DNA girase de E. coli.
Comparativamente ao peptideo ParELC3, cujo IC1o0 foi de 20 umol.Lt, para esta mesma
enzima (BARBOSA et al., 2012), a troca de um residuo de arginina da posi¢ao 100, por
uma lisina em ParELC3M foi suficiente para reduzir a atividade inibitéria do peptideo em
cerca de 75%, evidenciando a importancia deste residuo para a manutencao da a-hélice

C-terminal e consequentemente na interacdo com a enzima.
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Em relacdo a DNA girase de M. tuberculosis, os valores de ICi00 obtidos foram
sempre inferiores aqueles obtidos pela respectiva isoforma de E. coli. O peptideo
ParELC3M mostrou um IC100 de 50 umol.L* (Figura 28a), valor semelhante aos obtidos
para os conjugados HOCAc-ParELC3M e CICPOQ-ParELC3M (Figuras 28b e 28c),
evidenciando novamente que a conjugacao com o derivado cumarinico (HOCACc) ou com
o derivado quinolénico sem o anel da piperazina (CICPOQ), ndo altera a acao inibitéria
de ParELC3M sobre a DNA girase. O efeito da troca de residuo de aminoacido na
posicdo 100, ndo pdde ser avaliado pois ndo ha estudos relativos a inibicdo da DNA
girase de M. tuberculosis, pelo peptideo ParELC3.

Por outro lado, os peptideo-conjugados CFXPip-ParELC3M e CFX-ParELC3M,
apresentaram os melhores valores de ICi00 para a DNA girase de M. tuberculosis, 25 e
12,5 pumol.L1, respectivamente (Figuras 28d e 28e). Aparentemente, o anel de
piperazina, presente nestes dois conjugados, € o responsavel pela melhora sensivel, na
acdo inibitéria do peptideo, haja vista que o ligante CICPOQ, que ndo contém este anel
na sua estrutura, resultou em um maior 1Ci00. Ademais, este anel aparenta exercer um
papel importante na interacdo com a enzima, caracterizada pelo menor IC100 observado
para o peptideo-conjugado CFX-ParELC3M, que contém este anel livre na sua estrutura,
diferentemente de CFXPip-ParELC3M cujo anel se encontra ligado covalentemente com
um ligante que o conecta ao peptideo.

Estes ensaios de determinagcdo de ICio0 também foram importantes para se
concluir quanto aos produtos formados na acao de ParELC3M e do conjugado CFXPip-
ParELC3M sobre a DNA girase de M. tuberculosis, que a principio poderia vir a ser um
topoisbmero diferente ou um DNA linear. Aparentemente, trata-se de diferentes
topoisdmeros uma vez que a banda que foi observada na triagem, apenas para estes
dois compostos, também foi observada para os demais. Inclusive esta mesma banda
aparece durante a acdo da DNA girase, na auséncia de inibidores, o que caracteriza o
aparecimento de um novo topoisémero durante a atividade enzimatica, que permanece

mesmo apoés a adicdo de um dos inibidores testados.

4.5.2. Ensaios de inibigdo da atividade de topoisomerases IV

Ensaios de inibicdo da atividade da topoisomerase IV (Topo IV) de E. coli e S.
pneumoniae 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
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eletroforese em gel. Assim, a reacao de relaxamento do DNA superenovelado catalisada
pela Topo IV de E. coli e S. pneumoniae, também foi realizada na presenca de
ParELC3M e seus conjugados e submetidos a eletroforese em gel

Diferentemente dos resultados obtidos para a DNA girase, tanto o peptideo
ParELC3M e seus respectivos conjugados, inibiram a atividade da Topo IV de E.coli e
de S. pneumoniae na reagao de triagem inicial, a 100 umol.L (Figuras 29 e 30).

Figura 29. Eletroforese em gel, para triagem inicial da acédo dos produtos (a) ParELC3M, (b)
HOCAc-ParELC3M, (c) CICPOQ-ParELC3M, (d) CFX-ParELC3M e (e) CFXPip-ParELC3M, na
concentragdo de 100 ymol.L, sobre a inibicdo da atividade da Topo IV de E. coli. C-: controle
negativo (pBR322 superenrolado); C+: controle positivo (pBR322 superenrolado + 1U de Topo
V).

DNA relaxado —

DNA superenovelado ——» _ — '* — ————

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 30. Eletroforese em gel, para triagem inicial da ac&do dos produtos (a) ParELC3M, (b)
HOCAc-ParELC3M, (c) CICPOQ-ParELC3M, (d) CFX-ParELC3M e (e) CFXPip-ParELC3M, na
concentragdo de 100 ymol.L?, sobre a inibicdo da atividade da Topo IV de S. pneumoniae. C-:
controle negativo (pBR322 superenrolado); C+: controle positivo (pBR322 superenrolado + 1U
de Topo V).

C- C+ a b c d e

DNA relaxado ——

DNA superenovelado ——

Fonte: Elaborado pelo autor.

45



Resultados e Discussao

Todas as amostras foram entdo selecionadas como inibidores da Topo IV de E.
coli e de S. pneumoniae e, portanto, submetidas aos ensaios de determinagdo da
concentracdo requerida para inibicdo completa da atividade enzimatica (IC100) (Figuras 31 e
32).

Figura 31. Eletroforese em gel para determinagcéo de ICi90 para (a) ParELC3M, (b) HOCAc-
ParELC3M, (c) CICPOQ-ParELC3M, (d) CFX-ParELC3M e (e) CFXPip-ParELC3M sobre a
atividade da Topo IV de E. coli. C-: controle negativo (pBR322 superenrolado); C+: controle
positivo (pBR322 superenrolado + 1U de Topo IV). Os nimeros em cada aplicagcdo no gel
representam a concentragdo do peptideo ou conjugado em pumol.Lt.

pmol.L™! pmol.L-

C- C+ 75 50 25 12,5 C- C+ 75 S50 25 12,5

DNA relaxado ——

DNA superenovelado ——

DNA relaxado ——

DNA superenovelado ——

(e) pmol.L!
C- C+ 75 50 25 12,5

DNA relaxado ——

DNA superenovelado ——

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 32. Eletroforese em gel para determinacdo de ICio0 para (a) ParELC3M, (b) HOCAc-
ParELC3M, (c) CICPOQ-ParELC3M, (d) CFX-ParELC3M e (e) CFXPip-ParELC3M sobre a
atividade da Topo IV de S. pneumoniae. C-: controle negativo (pBR322 superenrolado); C+:
controle positivo (pBR322 superenrolado + 1U de Topo 1V). Os nimeros em cada aplicacdo no
gel representam a concentragéo do peptideo ou conjugado em pmol.L™2.

pmol.L"! pmol.L"!

C- C+ 75 S50 25 12,5 C- C+ 75 S50 25 12,5

DNA relaxado ——

DNA superenovelado ——

pmol.L! pmol.L™!
C- C+ 75 50 25 12,5 C- C+ 75 50 25 12,5

DNA relaxado ——

DNA superenovelado ——»

DNA relaxado ——»

DNA superenovelado .——

Fonte: Elaborado pelo autor.

Comparativamente a DNA girase, os valores de ICi0 obtidos para a
topoisomerase |V de E. coli, foram de duas a trés vezes inferiores (duas vezes para a
topoisomerase de S. pneumoniae) independentemente da amostra testada. Esse
resultado mostra que analogos de ParE, conjugados ou néo, e provavelmente a toxina
ParE, interagem diferentemente com as duas enzimas, a despeito da origem das
mesmas. Por outro lado, ParELC3M, CFX-ParELC3M e CFXPip-ParELC3M foram mais
eficientes na inibicdo da atividade da topoisomerase IV de E. coli (IC100 = 25 pmol.L?)
em comparacdo a enzima de S. pneumoniae (IC100 = 50 pmol.L't). Novamente, esta

diferenca na inibicdo entre as enzimas, pode ser explicada pela baixa porcentagem de
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identidade entre as enzimas de diferentes microrganismos, o que resulta em variagbes
nas regides funcionais e que devem estar influenciando diretamente na capacidade de
interacdo com os diferentes compostos. Vale ressaltar novamente a importancia do
residuo constante na posicédo 100 do peptideo. A troca deste residuo por uma lisina em
ParELC3M levou a um aumento no valor de IC100 para a enzima de Escherichia coli, de
10 pmol.Lt (ParELC3 - BARBOSA et al., 2012) para 25 pmol.L't (ParELC3M - Figura
31a). Esta perda de eficiéncia inibitéria evidéncia novamente a importancia deste residuo
para a manutencao da a-hélice C-terminal e consequentemente na interacdo do peptideo

com a enzima.

4.5.3. Ensaios de inibicdo da atividade de Topo IA de E. coli

Na sequéncia de investigagdo do potencial inibitério de ParELC3M e seus
conjugados, também foram relizados ensaios de inibicdo da topoisomerase IA de E. coli.
Topoisomerases do tipo IA, presentes em todos os patdgenos bacterianos, tém sido
consideradas como alvos potenciais para novos antibacterianos (TSE-DINH, 2015).
Estas enzimas participam de véarios processos essenciais ao metabolismo celular,
promovendo o relaxamento de superenrolamentos negativos do DNA (VOS et al., 2011).
Assim, a reacdo de relaxamento do DNA superenrolado catalisada pela topoisomerase
IA de E. coli foi realizada na presenca de ParELC3M e seus conjugados, e submetidos
a eletroforese em gel.

Com excecao de HOCAc-ParELC3M e CICPOQ-ParELC3M, os demais inibiram
completamente a atividade da enzima na concentracéo inicial de 100 umol.L, como

pode ser observada pelas bandas atribuidas aos respectivos topoisdémeros da Figura 33.

Figura 33. Eletroforese em gel, para triagem inicial da acédo dos produtos (a) ParELC3M, (b)
HOCAc-ParELC3M, (c) CICPOQ-ParELC3M, (d) CFX-ParELC3M e (e) CFXPip-ParELC3M, na
concentragdo de 100 umol.L?, sobre a inibicdo da atividade da Topo IA de E. coli. C-: controle
negativo (pBR322 superenrolado); C+: controle positivo (pBR322 superenrolado + 1U de Topo
IA).

C- C+ a b c d e

DNA relaxado —»

superenovelado ——

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Nas reacOes de determinagédo ICio0 (Figura 34), o peptideo ParELC3M néo inibiu
a atividade da enzima nas concentracdes inferiores a 100 umol.L! (Figura 34a),
engquanto CFX-ParELC3M e CFXPip-ParELC3M inibiram a enzima de modo semelhante

(IC100 = 6,25 pmol.L?).

Figura 34. Eletroforese em gel para determinacdo de ICio0 para (a) ParELC3M, (b) CFX-

ParELC3M e (c¢) CFXPip-ParELC3M sobre a atividade da Topo IA de E. coli. C-: controle

negativo (pBR322 superenrolado); C+: controle positivo (pBR322 superenrolado + 1U de Topo

IA). Os numeros em cada aplicacdo no gel representam a concentracdo do peptideo ou

conjugado em pmol.L2.

(a)

C- C+ 75 S0 25 12,5 6,25

DNA relaxado —»

DNA superenovelado ——»

(b)
C- C+ 75 S0 25 12,5 6,25

DNA relaxado —»

DNA superenovelado ——

C- C+ 75 S0 25 12,5 6,25

DNA superenovelado ——s

Fonte: Elaborado pelo autor.

49



Resultados e Discussao

Nestes ensaios de determinagdo da ICioo (Figura 34), os peptideo-conjugados
CFX-ParELC3M e CFXPip-ParELC3M, constituidos por uma molécula de CFX
conjugada ao peptideo, mas que diferem na posi¢do onde se encontra ligada a cadeia
peptidica, inibiram a enzima de modo idéntico (6,25 pmol.L'!), enquanto os demais,
conjugados com ligantes distintos, nao inibiram a enzima.

Interessante € o fato que os dois melhores inibidores de Topo IA de E. coli foram
agueles conjugados com a CFX. CFX é uma fluoroquinolona que atua como agente
bacteriano de amplo espectro e que tem como alvo intracelular as topoisomerases do
tipo 11, tal como a DNA girase e a Topo IV, e ndo topoisomerases do tipo |I. O fato de
conjugar este tipo de farmaco a um peptideo que também inibe essa enzima permite
concluir que CFX-ParELC3M e CFXPip-ParELC3M séo os mais recentes inibidores da
Topoisomerase IA bacteriana desenvolvidos até 0 momento. Esses resultados destacam
a importancia de realizar um estudo de modelagem molecular mais aprofundado sobre
0 mecanismo de acao desses compostos, 0 que merece atencdo em pesquisas futuras.

Os valores de ICi00 para cada uma das amostras testadas para as reacoes de
superenrolamento e relaxamento, catalisadas pelas enzimas DNA girase, Topo IV e Topo

IA das diferentes bactérias, estdo detalhados na Tabela 4.

Tabela 4. Comparacéo da atividade inibitéria do peptideo ParELC3M e respectivos conjugados
em topoisomerases bacterianas.

IC100 (MmMol.L?)
Peptideo DNA Girase Topo IV Topo |
E. coli S. . M. . E. coli S. . E. coli
pneumoniae | tuberculosis pneumoniae
ParELC3M 75 Nao inibe 50 25 50 100
HOCAc- . . . .
ParELC3M N&o inibe N&o inibe 50 50 50 Nao inibe
CICPOQ- . . .
ParELC3M N&o inibe Nao inibe 50 50 50 Nao inibe
CFX- .
ParELC3M 75 Nao inibe 12,5 25 50 6,25
CFXPip- .
ParELC3M 75 Nao inibe 25 25 50 6,25

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.5.4. Ensaios de inibicdo da atividade da Topo Il de levedura

As leveduras pertencente ao reino fungi, sdo organismos eucariéticos. Expressam
uma unica Topo Il, enquanto eucariotos superiores expressam duas formas distintas da
enzima, topoisomerase lla e IIf (MCCLENDON e OSHEROFF, 2007). A Topo Il de
levedura catalisa a catenacdo e o decatenacdo de dois DNAs duplex, bem como o
relaxamento negativo ou positivo do DNA superenrolado. Todas as reacdes sao
dependentes de ATP e requerem Mg?* (GOTO & WANG, 1982).

Foram realizadas reacdes de relaxamento do DNA superenrolado catalisada pela
Topo Il dependente de ATP na presenca das amostras sintetizadas e submetidas a
eletroforese em gel. Inicialmente foi proposta uma triagem utilizando a concentragéo de
100 uymol.L! para cada uma das amostras. Como pode ser observado na Figura 35,
todas as amostras promoveram a inibicdo da Topo Il de levedura, na concentracao

testada.

Figura 35. Eletroforese em gel, para triagem inicial da a¢do dos produtos (a) ParELC3M, (b)
HOCAc-ParELC3M, (c) CICPOQ-ParELC3M, (d) CFX-ParELC3M e (e) CFXPip-ParELC3M, na
concentragdo de 100 umol.L%, sobre a inibicdo da atividade da Topo Il de levedura. C-: controle
negativo (pBR322 superenrolado); C+: controle positivo (pBR322 superenrolado + 1U de Topo

).

DNA relaxado ——

DNA superenovelado —— " |

Fonte: Elaborado pelo autor.

O peptideo ParELC3M e seus conjugados foram entdo submetidos aos ensaios
para determinagdo de ICic0. Na Figura 36, pode-se observar as concentragbes de
inibicdo sobre a enzima Topo Il de levedura. O peptideo ParELC3M apresentou um valor
de ICi00 de 12,5 pymol.L't. Por outro lado, os peptideo-conjugados foram os mais

eficientes.
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Figura 36. Eletroforese em gel para determinacéo de ICio0 para (a) ParELC3M, (b) HOCAc-
ParELC3M, (c) CICPOQ-ParELC3M, (d) CFX-ParELC3M e (e) CFXPip-ParELC3M sobre a
atividade da Topo Il de levedura. C-: controle negativo (pBR322 superenrolado); C+: controle
positivo (pBR322 superenrolado + 1U de Topo Il). Os nimeros em cada aplicacdo no gel
representam a concentragdo do peptideo ou conjugado em umol.L .
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umol By
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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As infec¢Bes fungicas sdo de grande preocupagcdo médica, especialmente em
pacientes que sofrem de doencas imunossupressoras (PALMIERI et al., 2022). Além
disso, as infeccfes fangicas invasivas complicam o curso clinico da COVID-19 e estdo
associadas a um aumento significativo da mortalidade, especialmente em pacientes
criticos internados em uma unidade de terapia intensiva (CASALINI et al., 2021). Assim,
com os atuais aumentos macicos de infecgbes microbianas resistentes a medicamentos,
bem como um papel significativo de infec¢des fungicas no nimero de mortes por COVID-
19, descobrir novos compostos antifungicos é extremamente importante. Alvos
antifingicos alternativos sao necessarios para expandir o leque de opc¢des terapéuticas,
especialmente as enzimas que sado importantes para a biossintese de proteinas,
aminoéacidos ou processamento de DNA (KONDAKA e GABRIEL, 2022).

A topoisomerase |l fungica é considerada como sendo necessaria para a
segregacao de moléculas filhas no término da replicacao do DNA e é essencial para o
crescimento adequado da célula (DINARDO; VOELKEL; STERNGLANZ, 1984). Assim,
novos farmacos antifUngicas que também possam inibir a atividade das DNA
topoisomerases de fungos, seria uma importante alternativa terapéutica antifungica.
Neste sentido, os peptideos conjugados, especialmente aqueles conjugados com
ciprofloxacina, que inibiram a atividade da Topo Il de levedura, com valores expressivos
de 1C100, podem ser excelentes candidatos para este tipo de terapia.

Tem sido demonstrado que o0s agentes antibacterianos fluoroquinolénicos
conhecidos, tal como ciprofloxacina, levofloxacina ou moxifloxacina ndo apresentam
atividade antifungica (STERGIOPOULOU et al., 2008). Porém, a conjugacdo destes
antibiéticos com um peptideo de penetracao celular (CPP), alterou acentuadamente as
propriedades biolégicas desses farmacos. Particularmente, ao contrario das
fluoroquinolonas, seus conjugados com o CPP inibiram a atividade da DNA
topoisomerase Il de fungos, na concentracéo de 10 umol.L™ (PTASZYNSKA et al., 2020).
Os resultados aqui apresentados sdo sensivelmente melhores (< 3,125 umol.L?), e
representam o efeito esperado inicialmente, uma atividade antibiética sinérgica, onde a
atividade antimicrobiana de ParELC3M foi potencializada pela conjugacdo de um
antibiotico quinolénico que, uma vez conjugado também apresentou atividade e ademais,

superior aos conjugado quinoldnicos ja descritos.
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4.6. Avaliacao da 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 microdiluicho em 96 pocos, sendo
considerado como valor de CIM, a menor concentracdo capaz de inibir ao menos 90%
no crescimento das cepas, no periodo de 24 horas. Todos os resultados obtidos de CIM

foram corroborados pelo teste de resazurina, e os dados se encontram na Tabela 5.

Tabela 5. Atividade antimicrobiana de ParELC3M e seus conjugados.

Concentragao Inibitéria Minima (CIM)

Amostras

ND = Nao determinado. N&o foi observada inibicdo no crescimento do microrganismo
% = Percentual de inibigdo no crescimento do microrganismo

Fonte: Elaborado pelo autor.

A avaliacdo de atividade antibacteriana mostrou que a conjugacdo com
ciprofloxacina, potencializou a atividade do peptideo ParELC3M, especialmente quando
conjugado pelo anel piperazinico (CFXPip-ParELC3M), embora a atividade tenha sido
inferior ao antibidtico isolado (<1,0 pmol.L™?).

Nos estudos de inibicdo das topoisomerases, 0s peptideo-conjugados com
ciprofloxacina, sempre apresentaram melhor atividade inibitéria, especialmente sobre as
topoisomerases IA bacteriana e IlA de levedura, com uma pequena vantagem para
CFXPip-ParELC3M. O mesmo foi observado nos ensaios de atividade antibacteriana.

A ligacéo das quinolonas a DNA topoisomerases é mediada por uma ponte de ion

agua-metal. Especificamente, a regido cetoacida C3/C4 da quinolona é quelada por um
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fon Mg?* ndo catalitico que também é coordenado por quatro moléculas de agua. As
aguas de coordenacéo formam ligacdes de hidrogénio com ion magnésio mediando a
interacdo entre a quinolona e a proteina (WOHLKONIG et al., 2010). Esta coordenacao
do ion Mg?* explica por que a carbonila em C4 é essencial para a acdo das quinolonas.
No conjugado CFXPip-ParELC3M, a regido cetoacida esté livre, favorecendo a interacdo
com as topoisomerases, 0 que explica a maior atividade inibitoria observada para este
conjugado.

No caso do conjugado CFX-ParELC3M, apesar do grupo carboxilico em C3 estar
envolvido com a ligacdo com o peptideo, o0 anel piperazinico esta livre para interagir com
a outra subunidade da topoisomerase (GyrB da DNA girase ou ParC da Topo IV). Com
base em estudos cristalogréaficos, o sistema de anéis C-7 das quinolonas se estende até
a subunidade GyrB da DNA girase ou ParC da Topo IV, onde os residuos de aminoacidos
formam um ambiente favoravel, mas néo especifico para o anel em C-7 (BLOWER et al.,
2016). MutagcBes nestas subunidades também foram associadas a resisténcia a
quinolonas (DRLICA et al., 2009), o que explicaria uma importancia secundaria deste
grupo, na atividade dos conjugados e os resultados obtidos.

Com relacdo a atividade antifangica, o peptideo e seus conjugados nao
apresentaram atividade inibitéria contra C. Albicans, mesmo na maxima concentracao
testada de 200 pmol.Lt. Essa auséncia de inibicdo, possivelmente esta relacionada a
baixa permeabilidade da parede celular microbiana ao peptideo e seus conjugados. Este
fato ja havia sido destacado por Stergiopoulou e colaboradores em estudos envolvendo
interacbes farmacodinamicas in vitro entre agentes antifiUngicos e fluoroquinolonas
contra C. albicans. Foram encontradas atividades sinérgicas entre anfotericina B,
voriconazol e caspofungina e fluoroquinolonas como ciprofloxacina, levofloxacina e
moxifloxacina, sendo que a ciprofloxacina apresentou interacées sinérgicas mais fortes
com o0s agentes antifungicos, comparada as demais fluoroquinolonas.
(STERGIOPOULOU et al, 2008 e 2009).

Os mecanismos dessas interacdes nao sao bem compreendidos. As
fluoroquinolonas, por si s6, ndo possuem uma atividade inibitéria do crescimento fungico
significativa. No entanto, as fluoroquinolonas tém a capacidade de se ligar a
topoisomerase fungica. Assim, as fluoroquinolonas podem inibir a replicacdo do DNA
fungico e, assim, exibir um efeito antifingico. Uma vez que este efeito s6 é aparente
qgquando as fluoroquinolonas sdo combinadas com agentes antifungicos, pode ser

possivel que estes agentes alterem a permeabilidade da membrana celular fungica e,
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assim, aumentem as concentragdes intracelulares de fluoroquinolonas, o que poderia
explicar as interacfes sinérgicas entre agentes antifingicos e fluoroquinolonas, o que
nao foi observado com os conjugados, os quais ndo foram testados com a adicdo de um

reconhecido antifingico

4.7. Ensaio de toxicidade

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 téxicos para células normais do corpo humano. Neste contexto, ensaios de
viabilidade celular em células da linhagem MRC-5, correspondente a fibroblastos de
tecido pulmonar foram realizados, buscando avaliar a toxicidade do peptideo ParELC3M
e seus conjugados.

Os resultados obtidos foram expressos em percentual de viabilidade
(considerando C+ como 100%) e estdo demonstrados na Figura 37, para um periodo

unico de 72 h de incubacao.

Figura 37. Ensaio de viabilidade celular para as células MRC-5, na presenca do peptideo
ParELC3M e seus conjugados, expressa em %, com tempo de incubacdo das amostras de 72
horas. As barras indicam o desvio padrao dos dados.

® ParELC3M
120 | w HOAc-ParELC3M I
% CICPOQ-ParELC3M
100 | ™ CFX-ParELC3M 1
<3 ¥ CFXPip-ParELC3M
‘g 80
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F
S 40
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0
25 50 100 200

Concentracao (umol.L)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para este periodo e independente da concentracdo testada, ParELC3M né&o

apresentou citotoxicidade para o tipo de célula testado, de acordo com o padrao da ISO
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10993- 5:2009 (International Standards Organization, 2009) que preconiza 0 minimo de
70% de viabilidade celular para que um material seja considerado nao citotoxico. Este
resultado corrobora aqueles obtidos por Sanches e colaboradores (2021), com o analogo
nao mutado ParELC3 o qual ndo apresentou toxicidade em células HepG2 (células de
figado humano) nas concentragdes testadas entre 6,25 e 50 umol.L* (SANCHES et al.,
2021). O mesmo foi observado para os diferentes peptideo-conjugados.

Uma observagéo interessante € que os valores de toxicidade foram inversamente
proporcionais ao aumento da concentracao, ou seja, em valores de concentragdo acima
de 100 pumol.L?, a viabilidade celular foi acima de 100%, independente da amostra
testada. Este fato pode estar relacionado com a disponibilidade do peptideo,
reconhecidamente hidrofébico, e de seus conjugados que, devido a presenca de grupos
mais hidrofilicos, resultam em produtos anfifilicos. Devido a este carater, pode ocorrer
auto agregacdo, que pode bloquear a acessibilidade da molécula as células,
aumentando assim a viabilidade a concentracées mais elevadas ou maior toxicidade a
baixas concentracdes, onde a auto agregacdo nao deve ocorrer (PETHO et al., 2020).

Esta suposi¢édo poderia ser comprovada por medi¢cdes de espalhamento dindmico
de luz (DLS), medindo o tamanho e o indice de dispersdo dos conjugados,
comparativamente nas diferentes concentracdes, o que nao pdde ser realizado no
periodo desejado, pela indisponibilidade do sistema de medi¢éo, porém, este ensaio esta
na pauta de futuros estudos a serem concluidos.

De qualquer forma, os resultados de viabilidade ora apresentados, indicam que o
peptideo ParELC3M e seus conjugados ndo apresentam toxicidade, ao menos para o

tipo de célula utilizada nos ensaios.
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5. Conclusdes

As metodologias empregadas para a sintese, conjugac¢do, clivagem das resinas, e
purificacdo dos compostos foram eficientes, levando a obtencéo dos produtos desejados

e com boa pureza;

O sistema de expressdo heteréloga da toxina ParE ndo se mostrou eficiente, nas
condigdes utilizadas;

Os melhores resultados de 1C100 dos peptideo-conjugados sobre as topoisomerases tipo
Il foram obtidos para a topoisomerase IV, embora a enzima DNA girase seja o principal

alvo para a toxina ParE e para as fluoroquinolonas;

Diferentemente das fluoroquinolonas livres, os estudos com ParELC3M conjugado com
ciprofloxacina mostraram que a Topo IV é o alvo téxico primario e que a DNA girase é

um alvo secundario destes compostos;

Aparentemente, na maioria dos casos, 0 alvo primario dos peptideo-conjugados em

bactérias Gram-negativas € a Topo IV e a Topo IA e nas Gram-positivas a DNA girase.

Os peptideo-conjugados, especialmente aqueles conjugados com ciprofloxacina inibiram
a atividade da Topo Il de levedura, com valores expressivos de ICi00. No entanto, esses
conjugados ndo conseguiram inibir o crescimento de C. albicans devido a sua

incapacidade de permear a membrana celular fingica.

Peptideo-conjugados com CFX podem servir de base para a obtencdo de novos
conjugados, com 0 mesmo potencial inibitério de topoisomerases e que, possam

permear a membrana celular do fungo.

Os peptideo-conjugados com CFX apresentaram atividade bactericida tendo sido
CFXPip-ParELC3M o mais ativo. Tal fato pode estar relacionado com a regido cetoacida
C3/C4 da quinolona, que esta livre neste conjugado.
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