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RESUMO

YacG é uma pequena proteina membro da familia dos zinc-fingers, descoberta em
E. coli. Sua fungao bioldgica esta ligada a inibicao da atividade de DNA girase e ao
metabolismo do stress em procariotos. YacG atua na inibicdo da atividade de DNA
girase por um mecanismo bipartido, a regido do dominio zinc-finger atua impedindo
a ligagdo do DNA a subunidade B e a regido c-terminal liga-se a subunidade A.
Embora a literatura cite YacG como sendo um inibidor de DNA girase, nada foi
observado a respeito da atividade de inibicado de YacG de E.coli e de outras
linhagens de micro-organismos frente a outras DNA topoisomerases e nao foi
realizado nenhum trabalho envolvendo fragmentos peptidicos desta proteina, e
tampouco ensaios de inibigdo do crescimento celular por estes. Sendo assim YacG
de Klebsiella pneumoniae foi obtida por expressao heterdloga e uma série de
peptideos derivados desta foram sintetizados pelo método de fase sdlida. Os
peptideo sintéticos foram projetados de forma a manter a regido zinc-finger nativa
(YacGAG1), substituidos os residuos de cisteina por serina (YacGAG4), alanina
(YacGAGDb), histidina (YacGAG6 e YacGAGS8) e também sintetizada a sua regiao c-
terminal (YacGAG7). Os ensaios de inibicdo da atividade de DNA girase pelos
peptideos sintéticos e proteina, mostraram que YacG, YacGAG4, YacGAGS5 e
YacGAG7 conseguem inibir a atividade desta enzima, ao contrario do fragmento
nativo YacGAG1. Por outro lado YacGAG1 conseguiu inibir a atividade de
Topoisomerase lla humana juntamente com os demais peptideos YacGAG4,
YacGAGS5 e YacGAGY7 e proteina YacG. Os ensaios aqui apresentados corroboram
com os dados apresentados na literatura onde a regido c-terminal por si s6 é capaz
de inibir a atividade de DNA girase. Os ensaios de anisotropia de fluorescéncia
demonstraram que a interagdo dos peptidicos sintéticos com DNA girase se da pela
interacao destes com a subunidade GyrA desta enzima. Além de inibir a atividade de
DNA girase e Topoisomerase lla humana em estudos in vitro, os peptideos
sintéticos apresentaram acgao bacteriostatica contra bactérias do tipo gram-negativa
e positiva. Analises utilizando ferramentas de Bioinformatica utilizando a estrutura de
YacG e GyrB disponiveis em bancos de dados revelam a importadncia dos residuos
147, R46 e w40 de YacG na interagdo com GyrB. Sendo assim, os resultados aqui
apresentados permitem concluir que os peptideos sintéticos de YacG sdo um bom
ponto de partida para o desenvolvimento de novos biofarmacos e podem ter sua
atividade melhorada, uma vez que neste trabalho foram descritos os residuos de
aminoacidos importantes na interacdo entre estas duas proteinas.

PALAVRAS CHAVE: YacG, zinc-fingers, DNA girase, topoisomerase lla humana,
GyrA.



ABSTRACT

YacG belongs to zinc-finger’s protein family discovered in E. coli. Its biological
function is connected to the catalytic inhibition of DNA gyrase and stress metabolism
in prokaryotes. This protein inhibits DNA gyrase (gyrase) through a bipartite
mechanism where the zinc-finger domain prevents the DNA ligation to the B subunit
(GyrB) and the C-terminal bindings to the A subunit (GyrA). Although it is classified
as a gyrase inhibitor neither the inhibition activity of YacG from E. coli and other
microorganisms against other DNA topoisomerases nor the biological activity of
fragments in cellular assays has been evaluated until present. In this study, YacG
from Klebsiella pneumoniae was obtained by heterologous expression and derivative
peptides from this protein were synthesized by the solid-phase method. The synthetic
peptides were designed to keep the native region of zinc-finger (YacGAG1), to
substitute cysteines to serines (YacGAG4), to alanine (YacGAGS5), to histidine
(YacGAG6 and YacGAGS8) and also having only the C-terminal region (YacGAG?7).
The inhibition assays of gyrase by the peptides and the native protein revealed that
YacG, YacGAG4, YacGAG4 e YacGAG7 inhibited this enzyme and the human
topoisomerase lla (htopolla). However, the same was not observed for the native
fragment YacGAG1, which inhibited only the htopolla. The results are in agreement
with literature showing that solely the C-terminal region is able to inhibit the gyrase.
The assays of fluorescence anisotropy indicated that these synthetic peptides
interact with GyrA. Besides inhibiting the gyrase and the htopolla, these peptides
also revealed bacteriostatic activity against gram-negative and gram-positive
bacteria. A computational study by applying a molecular dynamics protocol
highlighted the importance of residues 147, R46 and W40 from YacG in the process
of molecular recognition and interaction with GyrB. The results strongly suggested
that these synthetic peptides from YacG are good starting points to develop new
biodrugs. Also, their biological activity can be improved based on the findings

described here.

KEYWORDS: YacG, zinc-fingers, DNA-gyrase, human topoisomerase lla, GyrA,
GyrB.
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Fmoc - 9- Fluorenilmetiloxicarbonila

GFP - Proteina verde fluorescente

HOBt - 1-Hidroxibenzotriazol

HPLC - cromatografia liquida de alta eficiéncia

LC-MS - cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas
MPLC - cromatografia liquida de média eficiéncia

NMP - N-metilpirrolidona

Pmc - 2,2,5,7,8-pentametil-cromano-6-sulfonila

RP-HPLC - cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa
SPFS - sintese de peptideos em fase sdlida

STEB - carregador de DNA — (sacarose, tris, EDTA e azul de bromofenol)
TBE - tampao para eletroforese tris/boro/EDTA

tBu - terc-butila

TFA - Acido trifluoroacético

TFE - Trifluoroetanol

TIS - Triisopropilsilano



SUMARIO

1 INTRODUGAO ...t eae s 26
1.1 DNA TOPOISOMEIASES ... cieiiiiieeeeeiie e ee ettt e e e e e e et e e e e et e e e e eaa e e e eeannns 27
1.1.1 Topoisomerases do tiPO ........oeiiiiiiiiiii e 29
1.1.2 Topoisomerases do tipO Hl...... oo 30
1.1.3. DNA girase (E.C 5.99.1.3) ...oiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 33
1.1.4. Topoisomerase o hUmMana ..........coooiiiiiiiiiiie e 35
L N o] o] (=Y [ =T = o RSP 38
1.3. Sintese quimica de PeptideOS........cooveeiiiiiiiiii e 44
O 1= N | I LY 55
S.MATERIAIS ... 56
3.1. Reagentes, solventes e linhagens celulares utilizadas na clonagem e
L2 (0] £ =T1=T= Lo PP 56
3.2. Reagentes e solventes, utilizados na sintese, purificacdo e caracterizagao dos
analogos e fragmentos PeptidiCOS ...........uuuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii s 57
3.3. Reagentes e solventes, utilizados nos ensaios de inibigdo enzimatica .......... 58
A, METODOS ...t ettt ettt e e, 59
4.1. Clonagem do gene yacG de Klebsiella pneumoniae e expressao heteréloga da
0] o] (=Y [ = TN = o PP 59
4.1.1. Extragdo do DNA gendmico de Klebsiella pneumoniae............cccccceenn..... 59
4.1.2. Amplificagdo por PCR e clonagem do cDNA ..o 60
4.1.3. Clonagem do gene yacG em em vetor de eXpresSao..............eeeeevvvennnnnnns 61
4.1.4. Transformagao em células de E. COli. ......uevivreiiiiiiiiiiiiieee e 62
4.1.5. Sequenciamento dO DNA ... 63
g R TR I =Y T~ o R 63
O IR T o Yo o] =T T L 63
4.1.6. Producao e purificagado das proteinas recombinantes .............ccccoeeevveeen. 64
4.1.7. Analise de YacG recombinante por Western blot .............cccccciiinnnnnnnnns 64
4.2. Sintese dos fragmentos e analogos peptidicos de YacG...........ccccccuuuuiuennnnnnns 65
4.3. Reacgao de reducao e prevengao de formacao de pontes dissulfeto .............. 67
4.4. Purificagdo do fragmento e analogos peptidiCoS........ccoovveiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 67
4.5. Espectrometria de MasSas.......ccooeeiiiiiiiiiiiiie et eeeeees 68

4.6. Determinacgéo de grupos sulfidrilas livres nas amostras peptidicas ................ 69



4.7, THUIACEO COM COZ" .ottt ettt ettt ee s 69

4.8. Marcacéao de YacG, YacGAG1, YacGAG4 e YacGAGS5 com FITC................. 70
4.9. Ensaio de inibigao da atividade de DNA girase..........cccovvviiiiiiiiiiieceiiine e, 71
4.10. Ensaio de inibicdo da atividade de Topoisomerase || Humana..................... 72
4.11. Determinacao da concentragdo minima inibitoria (CMI) ............ccccccciininnnns 72
4.12. DIcroiSmO CIFCUIAK .......coeeiiiii e e e e e eeeeees 73

de MIicro-diluiGA0 €M CaldO..........uuuiiiiie e 76
4.13.1. Preparo das solugdes padréo de peptideos ...........cceiviiieiiiiiiiiiiiinneeen. 77
4.13.2. Preparo do iNOCUIO € @JUSTE ..........uvuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 77
4.13.3. Indculo da suspensao normatizada nas placas de 96 pogos.................. 78

4.14. Estudos de BioinfOrmatiCa ..........cooveviiiiiiiiiiee e 79
4.14.1. Modelagem MOIECUIATN .............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 79
4.14.2. DINGmMICa MOIECUIAT .......ceeiiiiieiee e 79
4.14.3. Estudo de Interagdo Dinamica do CompleXo...........cceevveeeriieeeiiinniinnenenn. 80

5. RESULTADOS E DISCUSSAO.......coe oo 81

5.1. Amplificagdo por PCR € Clonagem ..........ooouiiiiiiiiiiieeeceeee e 81

5.2. Sequenciamento dO DNA ... ..o e 83

5.3. Produgao e purificagdo das proteinas recombinantes .............ccccccvvvveeeeee.n. 84

5.4, WeStern DIOT ... ..o 84

5.5. Design racional dos fragmentos peptidicos de YacG ............ccooovvviiiiiceeneennn. 86

5.6. Purificagao e caracterizagdo dos analogos peptidicos..........cccvvvvvvviveveeeeennne. 87

5.7. Espectrometria de MasSas...........uiiii i 91

5.8. Determinagao de grupos sulfidrila livre ... 92

5.9. Titulagcado dos fragmentos peptidicos com ion Cobalto.............cccooeviviieeeeen.e. 94

5.10. DICrOISMO CIFCUIAN ... .. e e e 98

5.11. Inibigdo da atividade de DNA Qirase ...........uuiiiiieiiiiiiiiiiie e 99

5.12. Inibigdo da atividade de Topoisomerase lla humana............cccccevvuiinenennn. 107

5.13. Estudos de interagao por Anisotropia de Fluorescéncia ...........ccccccceeeunnn.... 114

5.14. Avaliacdo da acgdo bacteriostatica dos analogos peptidicos de YacG por

ensaio de susceptibilidade bacteriana em meio liquido ... 120

5.15. Estudos de Modelagem e Dindmica Molecular ..............ccccoovvviiiiiiieeneeeennn. 125

B. CONCLUSOES ...t een, 127

7. PERSPECTIVAS ... 130



8. REFERENCIAS



1. INTRODUGAO

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

Pontos de vista pessimistas sobre as poucas chances de sucesso no bloqueio
do desenvolvimento da resisténcia aos antimicrobianos tém sido constantemente
relatados (LIVERMORE, 2004). Uma situacédo fundamental € que os antimicrobianos
S30 recursos nao-renovaveis, ou seja, quando se tornam ineficazes, tendem a ser
descartados. A duracao do seu efeito benéfico e disponibilidade parece limitado, em
nivel bioldgico, uma restricdo ndo observada em terapias para outras condi¢cdes de

doenca.

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

Dentre os outros fatores associados a resisténcia esta o aumento no numero
de pacientes imunocomprometidos e a suscetibilidade de pessoas idosas a
adquirirem infecgdes microbianas. Somam-se a estes, novos tratamentos e
tecnologias que podem criar novas doengas infecciosas e eliminar outras existentes,
a exemplo da quimioterapia utilizada no tratamento do cancer ao qual leva a novos
tipos de hospedeiros suscetiveis e a novas doengas infecciosas, estimulando
indiretamente a disseminagao de organismos resistentes dentro de hospitais.
Juntamente com esta disseminacgao, praticas ruins de controle de infeccéo aplicadas

nestes ambientes contribuem ainda mais para tal efeito. A transferéncia de pacientes
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infectados entre hospitais e outras localidades, agravam ainda mais este quadro,
pois estes pacientes podem hospedar organismos resistentes ao qual poderéo ser
disseminados. (HARBATH & SAMORE, 2005).

Diante de tal problema, € necessario a busca de meios alternativos na
tentativa de diminuir a taxa de resisténcia. Em um primeiro momento, deve-se cessar
0 uso de antimicrobianos em pacientes que nao apresentam infeccdo bacteriana e
promover campanhas de conscientizacdo sobre o uso dos mesmos. Paralelamente,
deve-se promover a busca por novas tecnologias de controle de infeccédo e o
desenvolvimento de novos compostos que possam atuar como novos farmacos,
especialmente aqueles que sejam capazes de lidar com as estratégias de adaptacao
dos microrganismos (CHASTRE et al., 2003), (COUTURIER et al., 1998, LOHNER &
STAUDEGGER, 2001).

As perspectivas para o desenvolvimento de novos farmacos com agao
antibacteriana incluem aquelas que se baseiam na agdo das proteinas naturais,
produzidas por microrganismos, tais como Gyrl (NAKANISHI et al., 1998), Murl
(SENGUPTA et al., 2006), MccB17 (HEDDLE et al., 2001), CcdB (COUTURIER et
al., 1998), ParE (JIANG et al., 2002) e YacG (SENGUPTA e NAGAJARA, 2008), que
atuam como inibidores das DNA topoisomerases, enzimas responsaveis pela
manutencdo da topologia do DNA bacteriano, portanto um alvo potencial para a

acao de novos farmacos.

1.1. DNA Topoisomerases

A estrutura em dupla hélice do DNA ¢ indispensavel para a estabilidade e o
armazenamento da informagao genética. O acesso a informagao genética contida
nestas fitas, necessita de sua separacao e também da alteragdo em seus niveis de
enovelamento (LIU & WANG, 1987; SCHOEFFLER & BERGER, 2008). Os estados
topologicos do DNA podem representar sérios desafios para a célula, interferindo na
expressao génica, duplicagdo e segregagdo do cromossomo, mas ao mesmo tempo
as células dependem do superenovelamento e do relaxamento do DNA como meio
de compactar o genoma e acessar origens de replicagao e regides promotoras
(HOLMES & COZZARELLI, 2000).
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O DNA por si, ndo tem a capacidade de se converter ou inter-converter em
suas diversas formas topoldgicas (Figura 1). Para resolver estes estados topoldgicos
e permitir o acesso a informagao genética, torna-se necessaria a agao de enzimas
especificas que auxiliam a célula na manutencgao do estado topoldgico de seu DNA.
Sao as DNA Topoisomerases.

As DNA topoisomerases sao enzimas envolvidas no metabolismo do DNA, no
qual controlam o seu estado topolégico, introduzindo ou relaxando o
superenovelamento positivo ou negativo, fazendo ou desfazendo o emaranhado e

entrelacando ou desentrelacando dois DNA circulares (BERGER, 1998).

Figura 1. Microscopia de forca atdbmica do plasmideo pBR322 relaxado (A) e
superenovelado negativamente (B); Micrografia eletronica do plasmideo pBP86 entrelagcado
(C) e emaranhado (D).

100 nm
————3

O oo D D

Fonte: WITZ, & STASIAK, 2010; MIZUUCHI et al., 1980 (modificado)

Para promover estas mudancgas, as topoisomerases necessitam introduzir
uma quebra na(s) fitas(s) do DNA e assim rearranja-las e religa-la(s) novamente. O
mecanismo de quebra e/ou clivagem é comum a todas as topoisomerases, que
clivam uma ou ambas as fitas do DNA (de acordo com o tipo, Figura 2) através da

quebra transiente e da ligagao fosfo-tirosina enzima/DNA, passando a fita ou dupla
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fita ndo clivada através do seguimento clivado e posterior religagdo (TSE et al.,
1980; WORLAND & WANG, 1989). Para que o processo ocorra, algumas

topoisomerases, necessitam de ATP e ions metalicos como co-fatores.

Figura 2. Tipos de topoisomerases e sua afinidade pela fita de DNA. As Topoisomerases do
tipo | clivam somente uma das fitas do DNA e relaxam o superenovelamento pela passagem
da outra fita através do DNA clivado (Tipo IA), ou por um mecanismo vertente giratéria (Tipo
IB). As enzimas do tipo Il clivam o DNA duplex e relaxam o superenovelamento pela
passagem da dupla fita no clivada pelo segmento clivado e posterior religagao.
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q i / passage @,
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Fonte: KOSTER, 2010.

Desta forma, as DNA topoisomerases podem ser classificadas em duas
classes: as do tipo | e as do tipo Il. Estas duas classes podem ainda conter

subgrupos especificos.

1.1.1. Topoisomerases do Tipo |

As enzimas do tipo |, sdo aquelas que clivam somente uma fita do DNA
durante o processo de catadlise e sao responsaveis por facilitar o relaxamento do
DNA superenovelado positivamente ou negativamente, bem como emaranhar e

desemaranhar o DNA. Elas sdo subdivididas em trés subfamilias: IA, IB e IC.
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A subfamilia 1A inclui a topoisomerase | e Il bacteriana e de archeas,
topoisomerase |ll eucaridtica e ainda a ndo caracterizada topoisomerase |A de
Mimivirus (WANG, 1971; SRIVENUGOPAL et al.,, 1984; WALLIS et al., 1989;
SLESAREYV et al., 1993; RAOULT et al., 2004). Estas enzimas criam uma ligagao 5-
fosfotirosil, formando uma ponte enzimal/fita unica com o DNA, permitindo assim a
passagem de uma unica ou dupla fita através da abertura gerada (DEPEW et al.,
1978; LIU & WANG, 1979; TSE et al., 1980; BROWN & COZZARELLI, 1981). Este
mecanismo de passagem das fitas possibilita desfazer o emaranhado e
desentrelagar os DNAs contendo regides de unica fita, bem como o relaxamento

negativo.

As topoisomerases da subfamilia IB, incluem: topoisomerase | eucaridtica,
topoisomerase | de poxvirus e seus homologos encontrados em certas bactérias
(KROGH & SHUMAN, 2002) e Mimivirus (BENARROCH et al., 2006). Elas formam
uma ligacao 3’ — fosfotirosil, independente de ions metalicos com uma das fitas do
DNA (CHAMPOUX, 1981), para facilitar o relaxamento do superenovelamento
positivo e negativo do DNA (KOSTER et al., 2005). A subfamilia IC compreende
somente a Topoisomerase V, encontrada exclusivamente em alguns géneros de
arqueobactérias (SLESAREV et al.,, 1993; GADELLE et al., 2003). Muito ainda
permanece desconhecido a respeito da topoisomerase V, mas parece ter
funcionalidades similares as topoisomerase do tipo IB, na qual a enzima cliva a
extremidade 3’ da fita e ndo exige co-fatores para a atividade de relaxamento do
DNA (SLESAREV et al.,, 1993; TANEJA et al., 2007). Acredita-se que ambas as
subfamilias IB e IC usam o mecanismo controlado de rotacio para o relaxamento do
DNA (SLESAREYV et al., 1993; TANEJA et al., 2007).

1.1.2. Topoisomerases do Tipo Il

Topoisomerases do tipo Il sdo aquelas que clivam ambas as fitas do DNA
durante a catalise. Esta reacdo requer o acoplamento e a hidrélise do ATP. Elas
clivam um segmento dupla fita e transportam o segundo segmento nao clivado
através da abertura do primeiro segmento e o religam novamente (conforme

ilustrado na Figura 3). Durante a clivagem, um par de tirosinas, ataca um dos
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segmentos da dupla fita e torna-se covalentemente ligado ao DNA através da
ligagéo 5'- fosfotirosina (BERGER, 1998).

Figura 3. Estrutura e mecanismo de agdo das Topoisomerases tipo |IA. (a) Representagao
da estrutura dos dominios primarios de topoisomerases tipo IlA de eucariotos e de bactérias;
(b) Estrutura do dominio ATPasico, ligagdo do DNA e regidbes de clivagem em
topoisomerase Il de S. cerevisiae e DNA girase de E. coli (inser¢ao); (c) Mecanismo de agao
das topoisomerases tipo IIA pelo mecanismo de duas aberturas (two gates).
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Fonte: SCHOEFFLER, 2008.

As topoisomerases do tipo Il sdo subclassificadas em duas familias, 1A e IIB.
A familia lIA inclui a topo Il eucaridtica (BALDI, et al. 1980), topo Il viral e de
bacteriéfago (LIU, et al. 1979), girase bacteriana e archea (GELLERT et al., 1976) e
topo IV bacteriana (KATO et al., 1990).

Enquanto as topoisomerases do tipo IIA sdo amplamente encontradas na
natureza, as do tipo IIB limitam-se apenas a archeobactérias, plantas e certas algas.

Esta familia de topoisomerases inclui somente a topo VI, ao qual tem perfil de
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atividade semelhante a topo I, mas tem evolugéo distinta (BERGERAT et al., 1997;
GADELLE et al., 2003).

A holoenzima ativa do tipo IlA pode tomar formas distintas, sendo elas
encontradas como homodimero (topo Il eucaridtica e viral), heterotetramero A,B;
(DNA girase e topo V) ou até heterohexamero A;B,C, (topo Il do bacteriéfago T4).
Apesar destas diferencas, as topo IIA sdo sempre simétricas. A formacao de sua
estrutura quaternaria, resulta na formacao de no minimo trés principais interfaces de
subunidades, ou aberturas, ao qual isola duas cavidades separadas na mesma
enzima (Figura 3b). A abertura N (denominada N ou ATP gate) é formada por dois
elementos: uma volta de ligacdo e hidrolise do ATP e um dominio adjacente
chamado de transdutor (WIGLEY et al., 1991; CLASSEN et al., 2003; CORBETT &
BERGER, 2003; BELLON et al., 2004). A regido ATPasica € membro da
superfamilia GHKL, assim chamada por estar presente em todas as topoisomerases
tipo I, Chaperona Hsp90 e a enzima de reparo de incompatibilidade de DNA MutL
(DUTTA & INOUYE, 2000). O dominio transdutor contém uma rara conexao a/f3
esquerda cruzada (WIGLEY et al., 1991) que, acredita-se transmitir sinais da
abertura N (N-gate) para a abertura central onde o DNA ¢ ligado e clivado (DNA
gate) (BJERGBAEK et al., 2000; CORBETT & BERGER, 2003). O DNA gate é
formado por um dominio de ligagdo de um metal divalente, denominado TOPRIM e
um dominio WHD (MCKAY & STEITZ, 1981; HARRISON & AGGARWAL, 1990;
BERGER et al., 1996; ARAVIND et al., 1998; GAJIWALA & BURLEY, 2000). Em
enzimas do tipo IlA bacterianas e archeas, estes dobramentos ou dominios séo
encontrados em subunidades separadas, enquanto que na topoisomerase |l
eucaribtica eles encontram-se em uma unica cadeia polipeptidica. O dominio ou
volta WHD abriga o sitio catalitico de tirosina e auxilia a dobra TOPRIM na clivagem
do DNA, gerando um corte 5’ na dupla fita (MORRISON & COZZARELLI, 1979; LIU
et al., 1983; SANDER & HSIEH, 1983). Adjacente ao WHD estd uma dobra o/
denominada “shoulder” ou “tower” (MORAIS CABRAL, et al. 1997) ao qual também
participa da ligacdo do metal (DONG & BERGER, 2007). A partir do “shoulder”,
estende-se um elemento em espiral espiralada (coiled-coil) tapado na sua
extremidade distal com um pequeno dominio globular, ao qual forma uma terceira
interface de dimerizagao, a abertura C (C-gate). Esta interface € bem conservada e
serve como interface dimérica primaria da proteina (BERGER et al., 1996; MORAIS
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CABRAL et al., 1997; FASS et al.,1999; CORBETT et al., 2005; DAO-THI et al.,
2005).

Estas aberturas (N e C-gate) regulam a passagem da dupla fita do DNA por
um mecanismo geral de duas aberturas (two-gates), proposto no inicio dos anos 80.
(MIZUUCHI et al., 1980; WANG & KIRKEGAARD, 1981).

Contudo, estudos envolvendo a estrutura das topoisomerases tipo Il revelam
a existéncia de mais do que duas aberturas fisicas (gates), no entanto, acredita-se
que elas operam por um mecanismo de duas aberturas (gates) (Figura 3c). Primeiro,
a enzima se liga a um segmento dupla fita de DNA, denominado segmento G, que
entdo sera clivado (ROCA & WANG, 1992). A ligacao ocorre no DNA gate, no
dominio entdo chamado “quebra e religagdo” ou na regidao A da enzima (DONG &
BERGER, 2007). Depois a enzima se associa com um segundo segmento de DNA,
o segmento T. A associagédo da enzima com o ATP induz a dimerizagdo dos motivos
GHKL (WIGLEY, et al. 1991) fechando abertura N (N-gate) envolta do seguimento T
(ROCA & WANG, 1992). A hidrélise de uma molécula de ATP a ADP e a liberagao
do fosfato resultante desencadeia uma mudanga conformacional ligada a abertura
do DNA-gate (HARKINS & LINDSLEY, 1998), o qual ocorre pela separagdo dos
WHDs através da flexdo dos bracos em espiral espiralada (BERGER et al., 1996). O
segmento é entdo impulsionado a passar pela abertura e o segmento G é religado e
liberado, apds o0 segmento T escapar pela abertura transitéria da abertura C (C-gate)
(ROCA & WANG, 1994). A hidrolise da segunda molécula de ATP e a liberacdo de
todos os produtos de hidrdlise, resulta na abertura do N-gate (WIGLEY et al., 1991),

deixando a enzima pronta para comegar novamente outro ciclo de quebra e ligacao.

1.1.3. DNA girase (E.C 5.99.1.3)

A DNA girase é uma enzima exclusiva de procariotos descoberta por
GELLERT e colaboradores em 1976 em Escherichia coli. E uma enzima da classe
de topoisomerases tipo Il, ao qual possui a capacidade unica de introduzir super-
hélices negativas no DNA, usando energia livre liberada pela hidrélise do ATP
(REECE & MAXWELL, 1991), tornando-se assim distinta das outras topoisomerases.
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Em termos estruturais, a DNA girase € composta por duas subunidades
proteicas, GyrA e GyrB (Figura 4), as quais sao reunidas em um heterotetramero tipo
A2B; que é a sua forma ativa (WIGLEY et al., 1995; MAXWELL, 1993).

Figura 4. Representacdo esquematica da estrutura dos dominios da DNA girase de
Escherichia. coli.
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Fonte: HEDDLE, 2000, modificada.

A subunidade GyrA tem uma massa molecular de 97 kDa, e € constituida por
dois fragmentos, sendo um dominio amino-terminal de 64 kDa responsavel pela
quebra e unido das fitas do DNA e por interagcdo com quinolonas e outro, carboxi-
terminal, de 33 kDa responsavel pela interacdo da proteina com o DNA. O dominio

amino-terminal compreende os residuos 1 a 571 da proteina, onde esta o residuo de
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tirosina 122, envolvido no ataque covalente da subunidade GyrA com a molécula de
DNA, atuando na quebra e unido da dupla fita (MAXWELL, 1993).

A subunidade GyrB tem massa molecular de 90 kDa, e contém um dominio
amino-terminal (43 kDa), o qual inclui o sitio de ligacdo do ATP, bem como um
dominio carboxi-terminal (47 kDa), envolvido na interagdo com GyrA e o DNA
(WIGLEY, et al.,, 1991; ALI, et al.,, 1993). O dominio amino-terminal inclui dois
subdominios (uma parte N-terminal de 24 kDa e uma parte C-terminal de 19 kDa). O

sitio de ligagdo do ATP esta localizado no primeiro subdominio (ALI, et al., 1993).

Devido as reagbes catalisadas e a natureza indispensavel de DNA girase para
as células bacterianas e a auséncia aparente de atividade em eucariotos faz da DNA
girase um alvo ideal para a acao de diversos tipos de farmacos. Realmente, um
grande numero de agentes antibacterianos, girase-especificos tém sido descritos
nos ultimos anos, muitos deles classificados basicamente em dois grupos, o das

quinolonas e o das cumarinas (Figura 5).

O uso de antimicrobianos quinolénicos ou cumarinicos contra infeccoes
bacterianas tem se mostrado muito eficaz, embora nos ultimos anos o numero de
organismos resistentes a estas classes tem emergido, devido a mutagdes
encontradas na DNA girase, como forma de barrar a acdo destes antimicrobianos
(EVERETT & PIDDOCK, 1998).

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

a proteina YacG de E. coli.

1.1.4. Topoisomerase lla humana

Em humanos, topoisomerases do tipo IIA, expressam dois pardlogos ou
isoformas, denominadas topoisomerase lla (TOP2A) e topoisomerase I3 (TOP2B).
Estas enzimas compartilham 68% de identidade entre si, sendo que suas porgoes

cataliticas compartilham até aproximadamente 78% de identidade. Além de
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compartilhar certo grau de identidade entre si, elas ainda compartiiham semelhanga
(40% de identidade) em sua sequéncia primaria de aminoacidos com topoisomerase
Il de Saccharomyces cerevisiae (WENDORFF et al., 2012; HIGGINS, 2012).

Figura 5. Estrutura molecular dos antimicrobinanos quinoldnicos (A) e cumarinicos (B).
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Estas enzimas sdo responsaveis por remover o superenovelamento positivo e
negativo, emaranhar e desemaranhar e entrelacar e desentrelacar o DNA, embora
cada uma das isoformas tenha acdo em determinado momento do ciclo celular
(WENDORFF et al., 2012; HIGGINS, 2012).

TOP2A é composta por dois homodimeros e assim como as demais
topoisomerases tipo Il, os dominios especificos e as fungbes que estes

desempenham s&o semelhantes ou iguais (Figura 6).

Figura 6. Estrutura primaria de topoisomerase lla humana (A) e estrutura tridimensional
ligada ao DNA, resolvida por cristalografia de raio X.
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TOP2A e TOP2B tém diferentes padrboes de expressao em ratos, com TOP2A
sendo expressa em tecidos em proliferacdo e TOP2B expressa de forma mais
sistematica. A expressao de ambas as isoformas sao dependentes do ciclo celular,
0s niveis destas duas enzimas sdo altos durante a divisdo celular, mas TOP2B
predomina em células que n&o estdo no ciclo de replicagdo e pos mitose celular. Em
geral TOP2A tem seu papel central centrado na segregagdo cromossOmica e
replicacao celular, entretanto TOP2B parece estar primariamente mais envolvida na
regulacao da transcricao (WENDORFF et al., 2012; HIGGINS, 2012).

Devido a sua importancia na proliferagdo celular, a expressdo de TOP2A tem
sido usada como marcador de células cancerigenas. Ambas as topoisomerases |l
humanas tem se tornado alvos altamente efetivos de drogas anticancerigenas como
epipodophyllotoxinas, entretanto em alguns pacientes esses agentes também
aumentam a probabilidade de doencas malignas relacionadas a terapéutica, tal
como leucemia mieldde aguda. Varios estudos sugerem que estes canceres
secundarios podem estar ligados a acédo indesejada destas drogas em TOP2B,
aumentando a possibilidade que os inibidores especificos de TOP2A podem ser
Uteis para melhorar os resultados terapéuticos (WENDORFF et al., 2012; HIGGINS,
2012).

1.2. A proteina YacG

YacG € uma pequena proteina ligada ao zinco, codificada pelo gene yacG,
em diversas linhagens de bactérias. YacG de Escherichia coli é constituida de 65
residuos de aminoacidos (7,3 kDa), os quais sao altamente conservados entre os
diferentes géneros e espécies de bactérias ao qual os homédlogos de YacG se
encontram presentes (Figura 7).

Estudos estruturais, realizados por Ressonancia Magnética Nuclear
(RAMELOQT et. al., 2002), revelaram que a YacG de E. coli consiste de uma a-hélice
(residuos 30 — 37) conectada a duas estruturas B (residuos 6 — 9 e 14 — 17) por um
loop de 12 residuos de aminoacidos. Coordenado por quatro cisteinas localizadas
entre as duas estruturas B, imediatamente antes (Cys-9 e Cys-12) e na parte N-

terminal da a-hélice (Cys-28 e Cys-32), encontra-se um ion zinco (Figura 8).
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Figura 7. (A) Estrutura primaria de YacG de E. coli. (B) Alinhamento de YacG de
Escherichia coli ((gi 7466984) com outras sete proteinas bacterianas hipotéticas
conservadas. Gi11354705 (Vibrio cholerae, group O1 strain N16961), gi1074553
(Haemophilus influenzae, strain RD KW20), gi156601954 (Pasteurella multocida), gi11348207
(Pseudomonas aeruginosa, strain PAO1), gi11353003 (Neisseria meningitidis, group B strain
MD58), gi11352982 (Neisseria meningitidis, group A strain Z2491), gi16126579 (Caulobacter
crescentus CB15).
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Fonte: (A) Protein Data Bank PDB; (B) Ramelot et al., 2002.
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Figura 8. Diagrama de fitas representativo da estrutura de YacG de E.coli.

Fonte: Ramelot et al., 2002

Além de ser uma proteina constituida por uma mistura de estruturas
secundarias, YacG tém a presenca de um dominio estrutural encontrado em
membros da familia dos denominados zinc-fingers, que pode ser evidenciado no
caso de YacG, pela presenca de quatro residuos de cisteina coordenando um ion
zinco como visto anteriormente. Com base nos dados obtidos a partir da estrutura de
YacG, uma pesquisa utilizando o DALI server (programa que compara estruturas de
proteinas por alinhamento e distancia de matrizes) nao revelou qualquer similaridade
estrutural entre YacG e outras proteinas. Entretanto, YacG apresenta similaridade
com a porcao N-terminal da proteina zinc-finger GATA-1 (fator de transcrigdo), além
de outras de mesma natureza, caracterizadas pela presenca de dominios estruturais
que coordenam ions zinco através de seus residuos de cisteina ou de histidina
(RAMELQOT et al., 2002).

Esta similaridade estrutural, levou Ramelot e colaboradores a sugerir que
YacG poderia estar envolvida como fator de transcricdo, através de interagao

proteina-proteina ou por interacio com o DNA. Porém, como os residuos
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importantes para esta fungdo em GATA-1 ndo s&o conservados em YacG, tornou-se

dificil concluir a respeito de sua fungdo primaria.

Posteriormente, Sengupta e Nagajara (2008) descobriram que esta proteina,
até entdo hipotética, fazia parte da rede interactoma da enzima bacteriana DNA
girase e, em 2014, Vos e colaboradores sugeriram, através de dados obtidos por
analises de Bioinformatica das ORFs vizinhas a YacG, que esta proteina regula a
atividade de DNA girase em resposta a sinais metabdlicos ligado ao crescimento
celular e stress. Anadlises filogenéticas indicaram que YacG esta frequentemente
associada a producao de coenzima A (CoA) ligando a proteina ao metabolismo e ao
stress (VOS et al., 2014).

Diferentes experimentos mostraram que YacG é capaz de inibir todas as trés
atividades de cataliticas de DNA girase, tal como o superenovelamento negativo
(ATP dependente), relaxamento e entrelagamento e desentrelagamento de dois DNA
circulares (SENGUPTA & NAGAJARA, 2008)

O mecanismo de acao pela qual YacG inibe as atividades cataliticas da DNA
girase, foi determinado a partir de estudos de cristalografia de Raio X (VOS et al.,
2014), onde a estrutura YacG-GyrBA (GyrBA é uma proteina de fusdo GyrB-GyrA
que nao possui o dominio C-terminal auxiliar de GyrA — CTD, tampouco o dominio
de ATPase de GyrB) foi cristalizada e analisada. A partir dos dados obtidos da
analise do co-cristal, observou-se que YacG interage com DNA girase por se ligar as

suas duas subunidades, GyrA e GyrB.

Em GyrB, YacG associa-se ao dominio TOPRIM (Topoisomerase/ Primase)
na porgao de face ao encaixe de ligagdo do DNA, utilizando somente a a-hélice e
uma ligagdo de 10 aminoacidos que conecta esta hélice as duas folhas B deste

dominio zinc-finger.

Esta associacao induz a mudangas conformacionais na estrutura de GyrB,
particularmente no interior de um loop no dominio TOPRIM (residuos de 446-464)
que esta ligado a resisténcia a quinolonas (o chamado motivo “QRDR”,
correspondente aos residuos 426-464 em GyrB de E.coli). Este loop encontra-se
desordenado em quase todas topoisomerases do tipo IlA, na auséncia de DNA, mas

se torna visivel e ordenado, quando DNA esta presente. A ordenacdo do loop
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QRDR, provocada pela presenga do DNA, encobre a bolsa ocupada pelo residuo
Trp40 de YacG, enquanto ela fica exposta quando o loop esta desestruturado
(Figura 9).

Figura 9. Estrutura primaria de DNA girase e YacG e organizagdo dos dominios. (WHD
dominio da hélice alada), (CTD dominio c-terminal), (GHKL girase, Hsp90, DnaK e MutL),
(TOPRIM topoisomerase/primase), (C Residuos de cisteina do dominio zinc-finger).

GyrB 3
N | GHKL ATPase TOPRIM__Jinser] cC
1 388 565 731 804
GyrA » :
N WO I SHSTCASECaEEE  cTo_ C
1 531 853
YacG
cocCi12 C28 C32 W40 A46 AS2 W59
r .1
N 1 _-TJ :I H | GSC
D40 lled7

Fonte: VOS et al., 2014

Na estrutura do co-cristal YacG-GyrBA (Figura 10), o loop QRDR esta
ordenado, mas leva a uma conformacdo ndo vista anteriormente, projetando-se
sobre o sitio ativo da DNA girase. Sendo assim a ligacdo de YacG seria
estéricamente colidida com o substrato DNA, ou seja a remodelagdo do loop por
YacG leva a obstrugao do local de encaixe do DNA. A orientagdo de YacG na volta
TOPRIM de GyrB, leva a ponta da cauda C-terminal de YacG em diregdo ao centro
de clivagem do DNA em GyrA. Embora duas cépias do dominio zinc finger de YacG
serem vistas associadas com cada dimero de GyrBA, somente a ponta da cauda C-
terminal é visivel em um dos protdmeros de YacG de cada complexo. No caso da
cauda mais ordenada, esta regido liga-se assimetricamente a GyrA entre o0 eixo
diade, que refere-se aos dominios de hélices alados (WHDs) de dois protdbmeros de
GyrA, um com o outro. A conformacgédo estendida e o deslocamento da cauda
ordenada, impede que a cauda do seu dimero de YacG parceiro, ocupe 0 mesmo

lugar. Surpreendentemente, a posicdo da cauda ordenada de YacG permite ao
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residuo Trp59 da proteina, aportar dentro da bolsa entre o0 WHDs de GyrA, que foi
recentemente mostrado ser um sitio de ligacdo para uma pequena molécula
inibidora de girase recém descoberta, a GSK299423 (BAX et al., 2010) sugerindo
que esta droga esta explorando o local de regulagédo natural. E esta cauda c-terminal
por si s6 tem a capacidade de inibir a atividade de DNA girase. Na presenca de ATP
o dominio zinc finger de YacG deve também interferir com a dissociagdo do dominio

ATpase, além de impedir a ligagao do DNA.

Figura 10. Estrutura do complexo YacG/GyrBA. Um dos protébmeros de DNA girase esta
colorido em cinza e o outro esta colorido conforme indicado anteriormente na Figura 9.
YacG esta ilustrada com coloragdes transparentes preta e laranja.

Fonte: VOS et al., 2014

Estes dados relacionados ao modo de interagao de YacG com a DNA girase,
permite um entendimento mais profundo a respeito desta proteina, possibilitando
assim explorar as regides envolvidas no processo de interacdo, de modo a
desenvolver moléculas e/ou analogos peptidicos utilizando a simplificagao estrutural
e modificagdo pontual de residuos de aminoacidos com a finalidade de melhorar sua
atividade ou obter novos inibidores derivados que venham a contribuir para o
desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos, mais potentes e menos
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susceptiveis a resisténcia bacteriana, a exemplo do que vem sendo realizado com
derivados das toxinas bacterianas CcdB (TROVATTI et al., 2008) e ParE.
(BARBOSA et al., 2012).

Além disso, também é possivel, explorar a atividade desta proteina, cuja
sequencia de aminoacidos esta descrita na Figura 7A e de seus analogos derivados,
descritos em Resultados (Tabela 8), contra outros tipos de topoisomerases, visto
que até o momento nao existem relatos quanto a atividade de YacG sobre as
topoisomerases de eucariotos, a exemplo de Topoisomerase lla humana, enzima

alvo de pesquisa e desenvolvimento de farmacos anticancerigenos.

Deste modo YacG torna-se um importante ponto de partida para o
desenvolvimento de biofarmacos que atuem com agentes antibacterianos e
anticancerigenos, por atuarem em enzimas do tipo topoisomerases que pela sua
importante fungao no metabolismo do DNA e indispensaveis para a viabilidade

celular tornam-se alvos potenciais de diversos farmacos.

1.3. Sintese quimica de peptideos

A sintese quimica de peptideos poderia ser explicada, de maneira bastante
simplificada, como a formagdo quimica e repetida de ligacbes amida com a
finalidade de conectar fungbes amina e carboxilica de L-a-aminoacidos adjacentes.
Mais precisamente € assim denominada porque utiliza um reagente quimico para
ativar o grupo carboxilico de um N°-acil-aminoacido ou de um N°-acil-fragmento
peptidico (RCOOH, componente carboxilico, doador de acila ou agente acilante).
Este componente ativado sofre o ataque nucleofilico do grupo a-amino de outro
aminoacido ou fragmento peptidico C%-bloqueados (H>N-R1, componente aminico,
receptor de acila ou agente nucleofilico) resultando na formagéo da ligagao peptidica
entre eles (RCONHR1). Neste caso, os grupos funcionais reativos que nao estao
diretamente envolvidos na formacgéo da ligacado peptidica devem estar previamente
protegidos ou bloqueados. Assim, a sintese torna-se mais controlada em relagao a
possivel formagao de subprodutos, (MACHADO et al., 2004).
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Os meétodos de sintese quimica de peptideos se dividem em duas
categorias: linear e convergente. A sintese linear se baseia no crescimento
sequencial, aminoacido apés aminoacido, da cadeia peptidica. Este crescimento se
realiza, ao contrario do que ocorre nos ribossomos, desde a extremidade C-terminal
para N-terminal, para evitar a perda de quiralidade do residuo associado ao grupo
carboxilico que se acopla. Na estratégia convergente, as unidades que participam
nao sao aminoacidos protegidos, mas peptideos igualmente protegidos (ALBERICIO
et al., 1997) A etapa final de eliminagdo dos grupos protetores € comum a ambas

estratégias.

Nas duas categorias, a sintese pode ocorrer tanto em solugdo (sintese
classica) como na presenga de um suporte polimérico (sintese de peptideos em fase
sélida - SPFS).

Classicamente e desde os trabalhos pioneiros de Fischer (FISCHER &
FOURNEAU, 1901) e CURTIUS (1902), todo processo associado a sintese de um
peptideo ocorria em solugdo. Ha mais de quatro décadas, uma inovadora
metodologia para a sintese de peptideos foi apresentada a comunidade cientifica
por Bruce Merrifield. Tal metodologia veio revolucionar a sintese organica por suas
caracteristicas peculiares, uma vez que abandonou a tradicional rotina, propria da
sintese em solugao, e introduziu o uso de polimeros insoluveis como suporte. Este
meétodo, denominado sintese de peptideos em fase sélida (SPFS), que em principio
foi aplicado exclusivamente a estratégia sequencial, tem como base o fato do grupo
carboxilico C-terminal se encontrar unido covalentemente ao polimero e, portanto, o
componente que contém esta extremidade € insoluvel nos solventes utilizados no
processo de sintese (MERRIFIELD, 1963). Assim, 0 excesso de reagentes e uma
grande maioria dos produtos secundarios podem ser eliminados por simples filtragéo
e lavagens do polimero que contém o peptideo em crescimento. Este fato influencia
favoravelmente para que se possam utilizar grandes excessos de reagentes,
conseguindo em muitas etapas, rendimentos elevados. As vantagens adicionais sao
que se minimizam as perdas por manipulacdo e que todo processo sintético pode

ser automatizado.

Genericamente, pode-se descrever um suporte sélido como sendo uma
estrutura complexa, a qual € formada por polimeros retilineos compostos por
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unidades monoméricas constantes, formando uma espécie de rede. Os feixes desta
sdo interligados transversalmente através de um mondmero bi-funcional (ligagdes
cruzadas, cross-linking) formando, na maioria delas, uma esfera (gr&o), de tamanho
padronizado (Figura 11a). Em intervalos mais ou menos regulares surgem estruturas
quimicas diferenciadas (ligantes, linkers), constituidas por moléculas contendo

diferentes grupos funcionais (Figura 11b).

Figura 11. Visualizagdo progressiva de uma resina, a partir de uma unidade macroscopica
e as cadeias poliméricas que a compdem até a féormula molecular de um determinado
polimero (a) e principais resinas PS/DVB disponiveis comercialmente, mostrando os
diversos linkers (b).
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Fonte: MARCHETTO, 2006.
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Os suportes que conduzem aos melhores resultados para a sintese de
peptideos estdo muito longe de serem estaticos e as reagdes quimicas em fase
sélida ndao ocorrem exclusivamente na superficie do suporte. Pelo contrario, as
reagdes ocorrem preferencialmente naqueles filamentos do polimero que sao
moveis, se encontram bem solvatados e sdo acessiveis aos reagentes quimicos
(MARCHETTO et al.,1992). Os suportes que reunem estas caracteristicas permitem
que as reagdes quimicas ocorram com velocidades muito proximas, embora nao

iguais, as que ocorrem em solugao.

Desde os trabalhos iniciais de Merrifield, o suporte mais utilizado ¢ um
polimero microporoso de estireno (PS), que contém 1% de p-divinilbenzeno (DVB)
como cross-linker (Figura 11a). Enquanto os graos de poliestireno secos apresentam
um diametro de aproximadamente 50 ym, na presenca dos solventes ou sistemas de
solventes mais comuns utilizados na sintese de peptideos, costumam aumentar de 2
a 6 vezes o seu volume inicial (MARCHETTO et al., 1992). Desta forma é possivel
conseguir que todos os ligantes, que estdo no interior da rede polimérica fiquem
expostos e, portanto acessiveis aos diferentes solventes e reagentes utilizados na
sintese.

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

solida, e posterior acoplamento dos mesmos em solucgao.

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

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

aminoacidos trifuncionais.

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

ultima etapa.

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

labilidade acido-base (Figura 12).

Figura 12. Protetores usuais para funcao a-amina na metodologia da fase sdlida
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Fonte: MARCHETTO, 2006.
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O grupamento protetor t-Boc é eliminado mediante acidolise com acidos de
forca moderada (TFA 30% em DCM), o que implica na utilizagdo de protetores
permanentes estaveis nestas condigbes. Protetores tipo benzila (Bzl) sdo bastante
utilizados para esta fungéo, os quais requerem para sua eliminagéo, o emprego de
acidos fortes como o acido fluoridrico. Neste caso, em seguida ao tratamento acido,
deve-se realizar uma neutralizagdo (normalmente com DIEA 5% em DCM) para que
a fungédo amina figue em sua forma desprotonada. O grupamento Fmoc é eliminado
com bases de forgca moderada (geralmente piperidina 20% em DMF), permitindo a
utilizacdo de protetores baseados no grupo terc-butila (tBu), labeis ao acido

trifluoroacético.

Os aminoacidos trifuncionais necessitam de protecdo para suas cadeias
laterais por serem também reativas, enquanto para os demais, a decisao de té-las
protegidas depende da estratégia a ser empregada e do tamanho do peptideo a ser

sintetizado.

Na metodologia da fase solida, o protetor a-carboxilico resulta da unido da
cadeia peptidica ao suporte polimérico. Para o caso de peptideos-acidos, esta uniao
¢é feita mediante uma ligacao éster, enquanto que para peptideos-amida a uniao é
feita através de uma ligagdo amida. Um aspecto importante nesta metodologia é
como promover esta primeira unido, sobretudo para o caso de peptideos-acidos,
uma vez que a formagao de um éster costuma ser mais problematica que a de uma
amida. A maneira 6tima de realizar esta unido é empregando um espacgador
(handle), que é definido como um composto bifuncional que serve para unir uma
cadeia peptidica em crescimento ao suporte polimérico. No caso de sintese de
peptideos-acidos, o handle deve carregar incorporado, o primeiro aminoacido da

sequéncia, devidamente protegido.

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

aminoacido protegido (Figura 13).
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Figura 13. Handles empregados na sintese de peptideos-acido em fase solida

0 0
Boc—NH—CHR—C—O—CHT@CHz—C—NH—@

PAM

Q 2
Fmoc—NH—CHR—C—O—CHT@O—(CHZ)H—C—NH—@)
HMP

Fonte: Elaborado pelo Autor

Nestes denominados handles, a formagdo da ligacdo éster ocorre
normalmente através de uma substituicdo nucleofilica por parte do carboxilato do
aminoacido sobre o correspondente bromobenzilderivado. Quando o aminoacido C-
terminal é Cys ou His este método n&o funciona e recorre-se a uma esterificagao
com o correspondente alcool em condi¢gdes muito suaves, geralmente com pyOAP

(KATES et al., 1996) para evitar a racemizagao destes dois aminoacidos.

As amidas sdo mais estaveis que os ésteres frente a aciddlise, portanto as
posicoes benzilicas devem estar estabilizadas por outros anéis aromaticos e/ou
grupos doadores de elétrons. Assim, para a estratégia Boc/Bzl utiliza-se a resina
benzidrilamina (BAR) ou p-metilbenzidrilamina (MBAR) (PIETTA & MARSHALL,
1970). Na estratégia Fmoc/t-Bu emprega-se principalmente, os handles acido 4-(2’-
4’-dimetoxifenil-Fmoc-aminometil)-fenoxiacético (Rink) e o acido 5-(4-Fmoc-
aminometil-3,5-dimetoxi)-fenoxivalérico (PAL) (ALBERICIO et al., 1990), ligados
geralmente a uma MBAR (Figura 14).

Durante uma sintese, para que ocorra a formagao da ligagcao peptidica entre
0s aminoacidos adjacentes, € necessario que o componente eletrofilo (C- carbonilico
do acido) esteja ativado. Esta ativagdo do acido carboxilico, que é a base da
formacgao da ligagdo peptidica, tem sido uma das etapas da sintese de peptideos

que mais evoluiu nos ultimos anos, justamente pelo interesse em obter bons
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rendimentos na formagao da ligagado peptidica, mantendo a integridade da cadeia
em crescimento, em particular do centro estereogénico em a do grupo carboxilico
ativado. Desta forma, ele pode sofrer ataque pelo grupo amina do aminoacido que

permanece ligado a resina e, assim, formar a ligagao amida.

Figura 14. Protetores permanentes do grupo a-carboxilico de peptideos-amida

CH,

OCH,
HOOC—CHz—O
—C—NH2 NH OCH,
! /

H Fmoc
MBAR Rink
CH3O
Fmoc —NH—CH2 O(CH2) ;—COOH
CH3O
PAL

Fonte: Elaborado pelo Autor

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

simétrico ou éster ativo, sdo bons agentes acilantes (Figura 15).
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Figura 15. Mecanismo de formacao de ligacao peptidica por carbodiimidas.
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Fonte: STEWART & YOUNG, 1984 — modificado

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

(pirrolidino)fosfénio (pyBOP)] levam incorporados na molécula, um equivalente de

1-il-oxi)-tris(dimetilamino)-fosfénio (benzotriazol-1-il-oxi)-tris-

benzotriazol, portanto a espécie acilante final € o éster de benzotriazol.

Os derivados de HOAt destes sais de fosfénio (AOP e pyOAP) também foram
preparados e sao melhores agentes acilantes que BOP e pyBOP (CARPINO, 1993;
CARPINO et al., 1994). Dentre eles, os derivados de pirrolidina (PyBOP e pyOAP)
sdao os mais recomendados pois sdo mais reativos e nao formam produtos
secundarios téxicos, como a hexametilfosforotriamida, formada quando se utiliza
BOP ou AOP.

Outros agentes de condensagao, analogos aos sais de fosfénio, contendo um
atomo de carbono em substituicdo ao atomo de fésforo, foram desenvolvidos por
DOURTOGLOU e colaboradores (1978). A estrutura proposta, baseada nos
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analogos de fosfonio, foi a de um sal de urbnio [Hexafluorfosfatos de N-(1H-
benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilurénio (HBTU) e do O-(7-azabenzo-triazol-1-il)-
1,1,3,3-tetrametiurénio (HATU)]. Também foi preparado o correspondente
tetrafluorborato destes derivados de urénio (TBTU e TATU). Dentre estes ultimos
reagentes, o HATU tem demonstrado ser o mais eficiente em termos de rendimento
e 0 que provoca menos racemizagao (CARPINO et al., 1995). HATU assim como o
pyOAP é muito indicado para a sintese em fase sdlida, de bibliotecas peptidicas
mediante o método baseado na utilizagdo de uma mistura de aminoacidos (KATES
et al., 1996).

O processo de acoplamento dos aminoacidos € monitorado através de um
teste qualitativo, o qual detecta grupos aminas livres. Nesse teste (KAISER et al.,
1970), a ninidrina reage com aminas primarias levando a formagado de um produto
de coloracéo violeta (Figura 16). Desta forma, apds acoplamento de aminoacidos a
cadeia polipeptidica, o teste deve apresentar coloragcdo amarela, indicando a
auséncia de aminas primarias livres, uma vez que o grupamento amina do
aminoacido que esta sendo acoplado apresenta-se protegido. Por outro lado, apds a

desprotecdo do grupamento amina, o teste deve apresentar coloracao violeta.

Figura 16. Esquema da reac&o envolvida durante o teste de ninidrina
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Fonte: CAIRES, 2014

Um esquema geral da sintese de peptideos em fase sdlida utilizando a
estratégia Fmoc, esta representado na Figura 17.
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Figura 17. Esquema ilustrativo da SPFS, utilizando a estratégia Fmoc.
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi obter a proteina YacG a partir da bactéria gram-
negativa Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 e peptideos derivados a fim de se
avaliar e comparar sua atividade frente a inibicdo da DNA girase e topoisomerase lla

humana.

Desta maneira pretendeu-se:

1. Obter a proteina YacG de Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 por expressao

heterodloga;

2. Projetar analogos peptidicos de YacG e sintetiza-los pelo método de fase
soélida, a fim de estudar as diferentes regides da proteina, bem como substituir os
residuos de cisteina por serina, histidina e alanina, e avaliar o papel desempenhado
por estes novos analogos no processo de inibigdo e interagdo com as diferentes

DNA topoisomerases;
3. Comparar a atividade da proteina nativa com os analogos sintetizados;

4, Desenvolver estudos de relagao estrutura-fungao dos analogos, bem como da

proteina nativa;

5. Estudar a capacidade de inibicdo de crescimento microbiano (células
procariéticas);
6. Propor uma nova classe de inibidores de DNA girase a partir de YacG.
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3. MATERIAIS

3.1. Reagentes, solventes e linhagens celulares utilizadas na clonagem e

expressao.

Micro-organismos

Células de E.coli DH5alpha ultracompetente (Invitrogen);

Células de E.coli BL21 Rosetta (DE3) (Invitrogen);

Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae ATCC 10031, adquirida da
colecdo do Laboratério de microrganismos de referéncia da FUNDACAO
OSWALDO CRUZ - Rio de Janeiro, Brasil.

Enzimas

Proteinase K 20mg/mL (QIAGEN);

Enzimas de restricdo BamHI e EcoRI (New England Biolabs);
T4 DNA ligase (Sigma D2886);

Pfx DNA polimerase (Invitrogen);

Fosfatase alcalina (Sigma).

Plasmideo, demais reagentes e materiais

1,4 Dithiothreitol (DTT) (Sigma-Aldrich®);
Canamicina (Sigma-Aldrich®);

Cloroférmio(Synth);

Dodecil sulfato de sédio SDS 10% (Sigma-Aldrich®);
DNTPs (Invitrogen);

Etanol absoluto;

Etanol 70%;

EDTA 125 mol.L™" (Sigma-Aldrich®);
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e Fenol (Sigma-Aldrich®);

¢ Formamida Hi-Di®

e Glicerol;

e Glicina;

e HEPES (Sigma-Aldrich®);

e IPTG 0,1mmol.L™" (Sigma-Aldrich®);

e Imidazol (Sigma-Aldrich®);

¢ Kit Big Dye Terminator (Life technologies);

¢ Kit QlAquick Gel Extraction (QIAGEN);

e Membrana de dialise SpectraPor Membrane MWCO 6-8 kDa;
e Metanol;

e Nacl;

¢ Oligonucleotideos Foward e Reverse;

e Soroalbumina bovina (New England Biolabs);
e Tris (Sigma-Aldrich®);

e Tween-20;

e Vetor pET28a (Novagen);

3.2. Reagentes e solventes, utilizados na sintese, purificagdo e

caracterizagao dos analogos e fragmentos peptidicos.

e Resina (suporte polimérico): Fmoc-L-Gly Wang Resin, com grau de
substituigdo inicial de 0,55 mmol/g da marca Novabiochem®.

e Resina (suporte polimérico): Fmoc-L-Gin(trt) Wang Resin, com grau de
substitui¢do inicial de 0,59 mmol/g da marca Novabiochem®.

e Aminoacidos protegidos: todos os L-a-aminoacidos utilizados neste trabalho
apresentavam a extremidade amino-terminal protegida com o grupo base-labil
Fmoc e grupos t-butilicos ou derivados para a protegao das cadeias laterais
dos aminoacidos trifuncionais. Esses aminoacidos foram adquiridos da
Novabiochem® ou da Advanced Chem Tech®.
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¢ Os agentes de condensacéo utilizados na sintese dos diferentes analogos, 1-
hidroxibenzotriazol (HOBt) e N,N'-Diisopropilcarbodiimida (DIC), foram
adquiridos da Novabiochem® e Fluka®, respectivamente.

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

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

e Etanoditiol (EDT) e triisopropilsilano (TIS), substéncias responsaveis pela
captura de espécies responsaveis por alquilacdo eletrofilica e liberadas no
meio reacional durante o processo de clivagem acida, foram adquiridos ou da
Sigma® e ou da Acros®.

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

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

e Tris(hydroximetil)Jaminometano adquirido da SERVA Electrophoresis GmbH

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

¢ N-acetil-L-cysteina , adquirida da Sigma;

e 1,4 Dithiothreitol (DTT): Amershan Biosciences;

e FITC adquirida da Sigma-Aldrich®.

3.3. Reagentes e solventes, utilizados nos ensaios de inibigcao enzimatica.

As enzimas DNA girase, Topoisomerase |l humana, e as proteinas GyrA e
GyrB, produzidas heterologamente em bactérias, foram adquiridas comercialmente

da Inspiralis Ltda (http://www.inspirallis.com) e fornecidas com os seguintes

tampdes:
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DNA girase:

Tamp&o de diluicdo: Tris.HCI 50 mmol.L™": KCI 100 mmol.L™": Ditiotreitol 2 mmol.L™:
EDTA 1 mmol.L™"; glicerol 50% (m/v); pH = 7,5

Tampéo de ensaio (concentrado 5x): Tris.HCI 35 mmol.L™"; KCI 24 mmol.L™; MgCl,, 4
mmol.L™; Ditiotreitol, 2 mmol.L™"; Espermidina 1,8 mmol.L™"; ATP 1 mmol.L™; glicerol
6,5% (m/v); Albumina 0,1 pg /mL; pH =7,5.

Topoisomerase Il humana

Tamp&o de diluicdo: Tris.HCI 50 mmol.L™"; KCI 100 mmol.L™"; Ditiotreitol 1 mmol.L™;
EDTA 0,5 mmol.L™"; glicerol 50% (m/v); Albumina 50 ug/mL pH = 7,5

Tamp3do de ensaio (concentrado 5x): Tris.HCI 50 mmol.L™"; NaCl 125 mmol.L™";
MgCl,, 10 mmol.L™"; Ditiotreitol, 5 mmol.L™"; Albumina 100 pg /mL; pH = 7,5.

4. METODOS

4.1. Clonagem do gene yacG de Klebsiella pneumoniae e expressao heteréloga

da proteina YacG

A manutencgao e cultivo das células de Escherichia coli, a composicdo dos
meios de cultura e as técnicas basicas utilizadas neste trabalho seguiram os

procedimentos padréesdescritos por YEE et al., 2001.

4.1.1. Extragcao do DNA gendémico de Klebsiella pneumoniae

Para a extracdo do DNA genbmico, as células de Klebsiella pneumoniae
foram inoculadas em meio LB em um volume de 3 mL, overnight, a temperatura de

30°C, para proliferagao celular.

Apo6s o periodo de proliferagao, foram retirados 2 mL do meio de crescimento,
centrifugando-o a 16.000xg por 1 minuto a temperatura ambiente. O sobrenadante
foi descartado e o pellet celular (precipitado de células) resultante foi ressuspenso
em 500 yL de tampao TAS (500 pL Tris-HCI 1 mol.L”" pH 8,0; 1,0 mL EDTA 0,5
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mol.L™"; 1,5 mL NaCl 1 mol.L™"; 7 mL &gua), seguido de nova centrifugacdo nas
mesmas condi¢gdes anteriores. O sobrenadante foi entdo descartado e ao
centrifugado adicionados 4 pyL de proteinase K (20 mg/mL) e 50 yL de SDS 10%
(solucéo final = 1% SDS e 150 pg de proteinase K), seguido de incubagao por 1 hora
a 50°C. Para obtenc&o do DNA livre das proteinas do meio, empregou-se o0 meétodo
fenol/cloroférmio, adicionando a amostra, 500 uL v/v de desta solugéo, seguido de
centrifugacédo a 12.000xg por 3 minutos. O material obtido foi submetido a dialise em
tampao TE, overnight sob agitagdo, em membranas de diadlise SpectraPor
Membrane MWCO 6-8 kDa.

4.1.2. Amplificagao por PCR e clonagem do cDNA

O gene yacG foi amplificado pela técnica de PCR (Reagdo em cadeia da
polimerase) empregando o DNA gendémico de Klebsiella pneumoniae ATCC 10031
como molde e os oligonocleotideos iniciadores previamente desenhados (Tabela 1)

com base no mesmo gene em questao.

Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores utilizados para amplificacdo do gene yacG.

Gene Oligonucleotideos (5'— 3’) Tamanho do

inserto
Forward
CGGGATCCATGTCAGAAGAGACTATCG
yacG ~200 pb
Reverse

GGAATTCTCAGGGTTGCTGCTCGCTC

*Sitio de restricdo de BamHI  *Sitio de restrigdo de EcoRlI
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A reagdo foi seguida em um termociclador Mastercycler gradiente
(Eppendorf), seguindo o protocolo de amplificagdo descrito na Tabela 2 e nas

condi¢cdes descritas na Tabela 3.

Tabela 2. Protocolo de amplificacdo do gene yacG.

Reagentes Quantidade
Tampao de Pfx (10X) 1X
Pfx DNA polimerase 5U
dNTP’s (100 mmol.L™") 200 pmol.L
Oligonucleotideo Foward 1 umol.L™
Oligonucleotideo Reverse 1 pymol.L”
DNA génomico 20 ng

Tabela 3: Ciclos e condi¢gdes da PCR para amplificagédo do gene yacG.

Ciclos Temperatura Tempo
1 96°C 2
96°C 30”
30 55°C 30”
68°C 2
1 68°C 5’

4.1.3. Clonagem do gene yacG em em vetor de expressao

O produto resultante da amplificagdo, bem como o vetor de clonagem foi
submetido a digestdo com enzimas de restricdo (Tabela 4), seguindo as condigdes
recomendadas pelo fabricante.
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Tabela 4. Vetor de clonagem e enzimas de restricao utilizadas.

Gene Sitios de Vetor de Marcador de
clonagem clonagem selegao
yacG BamHI / EcoRI pET28a Canamicina

Os produtos obtidos das digestdbes do material amplificado e vetor de
clonagem, foram submetidos a purificacdo por eletroforese em gel de agarose 0,8%
e purificados utilizando o Kit QIAquick Gel Extraction (QIAGEN). Apos a purificagéo,
foi preparada a reacao de ligagdo em um volume de 10 yL em tampéao apropriado,
com um excesso de 10 vezes de inserto em relagcédo ao vetor juntamente com 2 U de
T4 DNA ligase e incubados a 16°C por 16 horas, segundo o protocolo descrito na
Tabela 5.

Tabela 5. Protocolo de ligagéo inserto/vetor.

Reagentes Ligacao Controle negativo
Inserto 13 uL 6,5 uL
Vetor 4 yL 2 uL

Tampao enzima 1X 1X
T4 DNA ligase 10X 2U 1U

4.1.4. Transformagao em células de E. coli.

A transformacéao de células de E. coli DH5alpha ultracompetente foi realizada
através da adi¢cao de 50-250 ng de DNA plasmidial ou 10 pL do produto da reagéo
de ligagdo em um tubo de micro centrifuga contendo 100 pL de células competentes
recém descongeladas. Os tubos foram mantidos em banho de gelo por 30 minutos

e, entdo, em banho-maria a 42°C por 2 minutos. A seguir, 1 mL de meio LB liquido
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foi adicionado ao tubo e incubado por 1 hora a 37°C. As células foram coletadas e
ressuspendidas em 200 yL de meio LB e plaqueadas em meio LB sdlido contendo o
antibidtico requerido para selegcao de transformantes. As placas foram incubadas a
37°C por 12 a 16 horas. Os clones positivos contendo os insertos na orientagao

correta foram obtidos apds analises de restricdo e sequenciamento de DNA.

4.1.5. Sequenciamento do DNA

4.1.5.1. Reacao

A reagao de sequenciamento foi realizada num volume final de 20 pL com
oligonucleotideos adequados (T7 Promoter Primer + T7 Terminator Primer) e o Kit
Big Dye Terminator (Applied Biosystem). As reagdes de extensao foram realizadas
utilizando um termociclador seguindo as condigdes: 1 ciclo — 96°C; 25 ciclos — 96°C
por 10 segundos. Ta (temperatura de hibridizacdo) dos oligonucleotideos por 5

segundos, 60°C por 4 minutos; 1 ciclo — 60°C por 5 minutos.

4.1.5.2. Precipitagao

O DNA foi precipitado pela adicdo de 5 uL de EDTA 125 mol.L™ e 60 pL de
etanol absoluto em cada amostra, as quais ficaram cobertas com papel aluminio
para isolamento da luz. Incubaram-se as amostras por 15 minutos a temperatura
ambiente e centrifugou-se a 3.000xg por 30 minutos a 4°C. Em seguida, foi
descartado o sobrenadante e ressuspenso o precipitado em 60 uL de etanol 70%.
Centrifugou-se novamente, descartou-se o0 sobrenadante e, apds a secagem do
DNA, ressuspendeu-se as amostras em 10 pL de formamida Hi-Di®. As amostras
foram desnaturadas a 96°C por 5 minutos e incubadas no gelo por 2 minutos. Em
seguida foram aplicadas em placa de 96 pogos e colocadas no Sequenciador ABI
Prism 3130 (Aplied Biosystems).
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4.1.6. Producao e purificacao das proteinas recombinantes

Células de E. coli BL21 Rosetta (DE3) competentes foram transformadas
separadamente com 1 ug de cada uma das construgdes plasmidiais obtidas e
posteriormente plaqueadas em meio LB contendo canamicina (30 pg/ml). Colbnias
isoladas de cada transformacédo foram analisadas para a producdo da proteina
recombinante em pequena escala (50mL de cultura). Um clone apresentando alta
producao da proteina recombinante foi utilizado nos procedimentos de produ¢cao em
maior escala. Para a expressao em maior escala, as células foram crescidas em 2 L
de meio LB contendo canamicina (30 pg/ml) a 37°C até densidade o6ptica de 0,7,
medida a 600 nm (espectrofotdbmetro Beckman modelo DU640), e foram induzidas
pela adicdo de IPTG a uma concentracdo final de 0,1 mmol.L”" por 4h a 18°C
(temperatura escolhida apds triagem para escolha da melhor temperatura para
expressao). As células foram coletadas por centrifugagdao a 3.000xg por 10 min,
ressuspensas em tampao de homogeneizacdo (50 mmol.L™" de Tris.HCI, pH 8,0, 500
mmol.L™" de NaCl, 30 mmol.L”" de imidazol) e lisadas em sonicador Vibra Cell
(Sonics). O lisado foi centrifugado a 13.000xg por 30 min e o sobrenadante filtrado
em filtro 0,45 ym e submetido a cromatografia de afinidade em coluna HiTrap
(Amersham) com auxilio de um sistema de Purificagcdo de proteinas Akta Prime
(Amersham). A eluicdo da proteina a partir da coluna ocorreu com um gradiente
linear de 10 a 500 mmol.L™" de imidazol preparado no mesmo tampio de
homogeneizagdo. As fragcbes com maior quantidade e pureza da proteina
recombinante foram concentradas utilizando o concentrador Amicon 3kDa (Millipore)
e transferidas para frascos apropriados a uma concentracéo final de 4,1 mg.mL'1 em
tamp3o 20 mmol.L™" HEPES pH 7,4, 100 mmol.L™" KCI, 2 mmol.L™" DTT, 10% glicerol,

foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a temperatura de -80°C.

4.1.7. Analise de YacG recombinante por Western blot

A analise de Western blot foi realizada para a confirmacado da producao de
YacG recombinante. Inicialmente a proteina foi fracionada por eletroforese em gel
SDS-PAGE e em seguida transferida para uma membrana de nitrocelulose em
tampao Tris, 20 mmol.L™", pH 8,0, glicihna 150 mmol.L™" e metanol 20% a 100V,
durante 1 hora utilizando o sistema TransBlot (Bio-Rad). Apos a transferéncia, a
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membrana foi bloqueada com uma solucdo de 5% de leite em p6 desnatado em
TBST (Tris, 20 mmol.L™" pH 7,5; NaCl 0,5 mol.L™"; Tween-20 0,05%). A membrana
foi lavada uma vez com tampao TBST por cinco minutos a temperatura ambiente e
incubada com o anticorpo monoclonal de coelho anti-His conjugado com fosfatase
alcalina (Sigma), na diluigdo de 1:10.000, em TBST contendo 5% de leite, durante 1
hora. Posteriormente, a membrana foi lavada com TBST trés vezes (cinco minutos
cada) a temperatura ambiente e revelada com tampao de revelagdo (NaHCO3; 100

mmol.L™", MgCl, 1 mmol.L™", substratos para fosfatase alcalina NBT e BCIP).

4.2. Sintese dos fragmentos e analogos peptidicos de YacG

Os fragmentos e analogos peptidicos projetados com o intuito de investigar a
regido de YacG responsavel pela interagcdo com DNA girase, foram sintetizados pelo
método de fase soélida (STEWART & YOUNG, 1984; LLOYD-WILLIAMS et al., 1997;
AMBLARD et al., 2005), de acordo com o protocolo que emprega o grupamento
base-labil 9-fluorenilmetiloxicarbonila (Fmoc) como protetor dos a-amino grupos de
todos aminoacidos, e t-butila (t-Bu) e derivados para a prote¢cao das cadeias laterais

dos aminoacidos trifuncionais.

Para o inicio da sintese, uma massa de 500 mg de resina foi devidamente
pesada e transferida para seringas de 10 ou 20 mL, contendo uma placa filtrante, a
qual permite somente a passagem de solvente durante os processos de lavagem. A
resina utilizada para a sintese dos peptideos YacGAG1, 4, 5, 6 e 8 foi uma Fmoc-
Gly-Wang Resin (0,55 mmol/g) e para YacGAG7, uma Fmoc-L-Gin(trt) Wang Resin
(0,59 mmol/g). Apdés o acondicionamento inicial da resina em DCM/DMF, a
desprotecdo do grupo a-amino do primeiro residuo de aminoacido, ancorado a
resina, foi realizado empregando uma solugado de piperidina ou N-metil-piperidina
20% (v/v) em DMF por 20 minutos, com posterior lavagem com DMF e DCM. Na
etapa de acoplamento de cada aminoacido, foi utilizado um excesso molar de 3
equivalentes para o Fmoc-aminoacido e 3 equivalentes para os agentes de
condensacgao Diisopropilcarbodiimida (DIC) e 1-Hidroxibenzotriazol (HOBt), em
DCM:DMF (1:1), por 2 horas, seguindo o ciclo de desprotegdo e acoplamento
(Figura 18) até o término da sintese. A eficiéncia das etapas de entrada de cada
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aminoacido foi monitorada pelo teste de ninidrina (KAISER et al., 1970) e, quando
positivo (condensagdo e/ou acoplamento incompleto), o processo foi repetido com

50% da quantidade inicial dos reagentes.

Ao término da sintese, o ultimo residuo de aminoacido teve seu grupo a-
amino desprotegido e a resina foi lavada com MeOH e deixada sob bomba de vacuo
por um periodo de aproximadamente 8 horas para secagem. Passado o periodo de
secagem, foi aferida a massa final resultante das peptidil-resinas e
aproximadamente 200 mg de cada, foi separada e acondicionada em tubos de

centrifuga para o processo de clivagem.

Figura 18. Esquema representativo dos passos utilizados durante a sintese. 1:
Acondicionamento inicial da resina com os solventes a serem utilizados durante toda a
sintese. 2: Ciclo de desprotecdo e acoplamento empregado no alongamento da cadeia

peptidica até o término da sintese.

Acondicionamento com DCM/DMF

1 Acondicionamento
da resina

W

r Desprotecdo com piperidina 20% em DMF
por 20 minutos
/ \
) AN

N

Teste de ninidrina Teste de ninidrina

2 Ciclo de desprotegao
e acoplamento

Fonte: O préprio autor.

A clivagem dos peptideos das respectivas resinas e a desprotegdo dos
grupos protetores das cadeias laterais, foi efetuada pelo tratamento com uma
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solugéo de clivagem contendo TFA (94,5%), agua deionizada (2,5%), EDT (2,5%) e
TIS (0,5%), a temperatura ambiente por 2 horas. Os peptideos resultantes do
processo de clivagem foram precipitados, lavados com éter dietilico gelado e
centrifugados (seis vezes) e dissolvidos em solugcado aquosa de acetonitrila 10% e

liofilizados.

4.3. Reagao de reducao e prevengao de formagao de pontes dissulfeto.

Depois de liofilizados, os analogos peptidicos contendo cisteina em sua
estrutura primaria foram entado transferidos para frascos apropriados e incubados
com um excesso molar de DTT (8 vezes) a 55°C por 2 horas em tampao Tris.HCI 10
mmol.L”', pH 7,2. Passado o periodo de incubacdo, sob atmosfera de nitrogénio,
reduziu-se o pH do meio a 2,0, seguindo para um novo processo de liofilizagdo. Este
procedimento teve como objetivo quebrar e/ou evitar a formacdo de pontes
dissulfeto que podem ocorrer inter ou intra-cadeias devido a presenca dos residuos

de cisteina.

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

liquida em fase reversa.

4.4. Purificagao do fragmento e analogos peptidicos

Aproximadamente 1 mg de cada peptideo liofilizado foi dissolvido em 1 mL
de solvente A e submetido a analise qualitativa por HPLC em um cromatégrafo

Shimadzu LC-10A/C-47A , sob as seguintes condigdes:
« solventes: A: Agua deionizada contendo 0,045% de TFA;
B: Acetonitrila contendo 0,036% de TFA;
« gradiente: linear, de 5 a 95% de B em 30 minutos;

* fluxo: 1,0 mL/minuto;

67



« comprimento de onda do detector: 220 nm;
« coluna: fase reversa C18, Kromasil (250 x 4,6 mm); 5 um; 300A;

A partir dos resultados de tempo de retencdo e porcentagem de solvente
obtidos nestas analises foram definidas as condi¢gdes relativas a concentracéo de

solvente para purificacdo dos peptideos em escala semipreparativa

Para a purificagdo, uma massa de aproximadamente 50 mg de peptideo, foi
dissolvida em solvente A ou agua deionizada e a solucgao resultante foi filtrada em
filtro de 0,45 ym e submetida a purificagdo em um cromatégrafo Shimadzu LC-

20AT/SPD-20A/CBM-20A no modo preparativo sob as seguintes condigdes:
* solventes: A: Agua deionizada contendo 0,045% de TFA;
B: Acetonitrila contendo 0,036% de TFA;
» gradiente: linear, de 20 a 50% de B em 90 minutos;
¢ fluxo: 1,0 mL/minuto;
« comprimento de onda do detector: 220 nm;
- coluna: fase reversa C18, Phenomenex® (250 x 10 mm); 10um; 300A;

As fracdes coletadas foram analisadas nas mesmas condicdes utilizadas para
analise qualitativa do peptideo bruto. Aquelas que correspondem ao material de
interesse foram juntadas em frasco de vidro de aproximadamente 30 mL,
congeladas em nitrogénio liquido, liofilizadas e submetidas novamente a analise

qualitativa para confirmar sua pureza.

4.5. Espectrometria de massas

As analises por espectrometria de massas (ESI-MS) foram realizadas por
injecao direta em um espectrometro Bruker Amazon SL utilizando amostras dos
fragmentos peptidicos puros, dissolvidos em acetonitrila ou metanol, a concentragéo
de 1 mg/mL.
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4.6. Determinacgao de grupos sulfidrilas livres nas amostras peptidicas

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

nitrobenzoico) (DTNB ), como reagente .

Inicialmente uma solugdo estoque de DTNB 2 mmol.L™ foi preparada em

acetato de sédio 50 mmol.L™' e armazenada em refrigerador.

Para determinagcdo dos grupos sulfidrilas livres foi construida uma curva de
calibragdo empregando N-acetil-L-cisteina em tamp&o Tris.HCI 10 mmol.L™", pH 7,2,

partindo-se de uma concentragdo de 10 pmol.L”" até 50 umol.L™.

Uma aliquota de 10 uL de cada uma das solugdes de N-acetil-L-cisteina foi
adicionada a 990 yL de uma solugao de DTNB (50 uL da solugao estoque de DTNB,
100 pL de tampao Tris.HCI 1 mol.L”, pH 8,0 e 840 pL de agua deionizada) e

incubada por 5 minutos a temperatura ambiente.

Em seguida as amostras foram transferidas para cubetas de quartzo, para
leituras de absorbancia a 412 nm em um espectrofotdmetro Shimatzu UV 1601PC,

utilizando como branco uma solugdo em que a amostra era omitida.

Para os ensaios de cada uma das amostras peptidicas empregou-se o
mesmo procedimento, utilizando 10 yL de uma solugédo contendo um dos peptideos,

de modo que a concentracao final resultasse em 3,5 pmoI.L'1.

4.7. Titulagdo com Co**

A coordenacao dos analogos peptidicos por ions zinco foi realizada conforme
descrito por Frankel e colaboradores (1987), através de titulagdo por complexagéao,
utilizando o ion cobalto como uma sonda espectroscopica e monitorando alteragdes
no espectro de absorcdo no ultravioleta a fim de avaliar a estruturacido e o
comportamento dos mesmos, na presenca deste metal. Este procedimento foi
possivel pelo fato de que a coordenacéo de ions Cobalto aos grupos sulfidrilas livre,

resulta em absor¢cdo a 310 nm e outros comprimentos de onda.
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A titulagao foi realizada adicionando-se aliquotas de uma solugado de Cobalto
(1) 1 g/L (concentrago final entre 5 e 70 umol.L™" ) em uma solugéo contendo um
dos fragmentos peptidicos (50 pmoI.L'1) até se observar a mudanga no espectro e

atingir a estequiometria desejada.

As amostras peptidicas foram preparadas em tampao Tris.HCI 10 mmol.L™",
pH 7,2. Destas amostras, foi retirada uma aliquota e diluida em 1,5 mL com o
mesmo tamp3do de preparo, para se obter uma concentragdo final de 50 pmol.L”

para assim realizar a titulagdo com o ion cobalto.

O branco utilizado foi tampao Tris.HCI 10 mmol.L™", pH 7,2, o mesmo utilizado

na preparagao das amostras.

Os espectros de absor¢cao foram tracados na faixa de 300 a 800 nm,

utilizando cubetas de quartzo com 1 cm de caminho optico.

4.8. Marcacgao de YacG, YacGAG1, YacGAG4 e YacGAG5 com FITC

A marcacdo dos peptideos YacGAG1, 4 e 5 e a proteina YacG foram
realizados segundo o protocolo Sigma Aldrich, incubando-se 1 mL da solugao
estoque de peptideo ou proteina (2 mg/mL™") com 50 pL da solugdo estoque (1
mg/mL™") de isotiocianato de fluoresceina (FITC), a temperatura de 5°C, overnight.
Apds a reacdo de conjugacdo, o excesso de FITC foi removido utilizando uma
coluna Hitrap desalting (GE Healthcare) previamente equilibrada com o tampéao de
reacao. A marcagaodas amostras foi confirmada por espectrofotometria de absorgao

(a 280 e 495nm) seguindo a seguinte equacao:

Asgs X C
Molar F/P =
Aogo - [(0,35 x Asgs)]
MW x E*™*
onde: C= —mmmmmmemmeeee
389 x 195

C : valor da constante de um peptideo ou proteina;
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MW: massa molecular dos peptideos ou proteina;

389: massa molecular do FITC;

195: é a absorcdo E®' do FITC ligado a 490nm em pH =13;

(0,35 x A495) € o fator de corregao devido a absorbancia do FITC a 280nm;

E%'% ¢ a absorcdo a 280nm do peptideo ou proteina a 1 mg/mL.

Segundo o protocolo do fornecedor, as fragcbes onde se encontra o produto marcado

resulta em uma razao Molar F/P entre 0,3 e 1,0.

4.9. Ensaio de inibicao da atividade de DNA girase

Para realizacdo deste ensaio foi adquirido da empresa Inspiralis®, o Kit de
superenovelamento do DNA, contendo a enzima DNA girase, plasmideo pBR322

relaxado e os tampdes apropriados.

Os ensaios de inibicdo do superenovelamento do DNA relaxado foram

realizados da seguinte maneira:

. Para os controles, incubou-se 0,5 pg de plasmideo pBR322 relaxado na
auséncia (negativo) e na presenca (positivo) de 1 unidade (U) de DNA girase em um
volume de reagao de 30 uL a 37°C por 1 hora em tampéo de ensaio (35 mmol.L™’
Tris.HCI pH 7,5, 24 mmol.L™" KCI, 4 mmol.L™" MgCl,, 2 mmol.L™" dithiothreitol, 1,8
mmol.L”" espermidina, 1 mmol.L" ATP, 6.5% w/v glicerol e 0,1 mg/mL" de

albumina).

. Os potenciais inibidores peptidicos foram incubados com 0,5 ug de plasmideo
pBR322 relaxado, na presenga de 1 unidade (U) de DNA girase no mesmo volume
de reacdo e condicdo apresentada nos controles, juntamente com o tampao de

ensaio desta enzima.
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As reacgdes foram interrompidas pela adicao de 3 pL de uma solugdo de SDS
2% e posterior incubagao por 2 minutos a 65°C. Logo apos foram adicionados 15 pL
de STEB (20% sacarose, 0,05 mmol.L™" Tris-HCI pH 7,5, 50 pg.mL™ azul de
bromofenol, 0,05 mol.L”" EDTA) e 60 L de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) e
centrifugado. Em seguida as amostras foram submetidas a analise por eletroforese
em gel de agarose 1% em tamp&o TBE (Tris 89 mmol.L™" / &cido bérico 89 mmol.L™" /
EDTA 2 mmol.L™, pH 8,2), submetidas a tensao constante de 60 mV, a temperatura
ambiente, por 3 horas. Ao término da corrida, o gel foi corado durante 15 minutos
com solugdo de brometo de etidio 1 pg/mL" em tampao TBE (GELLERT et al.,
1976). O gel foi analisado em transiluminador de luz ultravioleta e documentado em

fotodocumentador Alpha Imager®EP da Alpha Innotech.

4.10. Ensaio de inibigao da atividade de Topoisomerase lla Humana

Assim como no ensaio de inibicdo da atividade de DNA girase, para a
realizacao deste ensaio foi adquirido da empresa Inspiralis®, o Kit de relaxamento
do DNA, contendo a enzima Topoisomerase lla, plasmideo pBR322 superenovelado

e os tampdes apropriados.

Os ensaios de inibicao do relaxamento do DNA superenovelado pela agao da
Topoisomerase lla Humana foram realizados utilizando a mesma metodologia
descrita para DNA girase, substituindo somente o plasmideo pBR322 relaxado por
pBR322 superenovelado e DNA girase por Topoisomerase lla Humana, além de
utilizar o tampéo de ensaio préprio da enzima (50 mmol.L™" Tris.HCI pH 7,5, 125
mmol.L™" NaCl, 10 mmol.L™" MgCl,, 5 mmol.L™" dithiothreitol e 100 pg/mL™" de

albumina).

4.11. Determinagao da concentragao minima inibitéria (CMI)

A partir dos resultados obtidos nos ensaios de inibicdo da atividade das
enzimas, foi possivel fazer uma triagem dos peptideos inibidores e assim testar sua

concentracdo minima inibitoria.
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A CMI foi realizada utilizando as mesmas metodologias apresentadas para
DNA girase e Topoisomerase lla Humana, desta vez variando a concentragdo molar
através de diluigbes seriadas dos peptideos inibidores e da proteina até a

concentracdo onde estes ndo mais interferem na atividade destas enzimas.

4.12. Dicroismo circular

A espectroscopia de dicroismo circular (CD) é um poderoso método em
biologia estrutural usado desde 1960 para examinar estruturas secundarias de
proteinas e peptideos em solugao (WHITMORE & WALLACE, 2007). O fenébmeno de
dicroismo circular esta relacionado a absorcao diferenciada da luz circularmente

polarizada para direita ou para a esquerda.

A técnica de dicroismo circular se baseia no desvio da luz circularmente
polarizada incidente em compostos quirais (CAMPANA et al, 2001). A luz
circularmente polarizada é gerada quando a fonte de luz oscila em duas dire¢des
perpendiculares entre si, com amplitudes iguais, mas com uma diferenca de fase
(I/2). Com isso, a trajetéria do vetor resultante de propagacgédo de luz é helicoidal.
Devido a isso, a onda resultante sera circularmente polarizada a direita ou a
esquerda, conforme a diferenga de fase for + |/2 ou - |/2 (CAMPBEL, 1984).

Para uma molécula quiral apresentando o fenédmeno de dicroismo circular, o
componente circularmente polarizado a direita € absorvido em diferente intensidade
em relagdo ao polarizado a esquerda. Assim, a combinacdo das duas ondas
transmitidas resulta em uma luz elipticamente polarizada como exemplificado na
Figura 19 (PURDIE, 2007).
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Figura 19. Representacao da luz circularmente polarizada a direita e a esquerda incidente

(A) e transmitida apds interagir com uma molécula dicroica (B).

or )

Fonte: PURDIE (2007).

Em peptideos e proteinas existem duas ligagdes cuja rotagéo é permitida: C) -
NH, cujo angulo de rotagao ¢ ® e CO->-NH, cujo angulo de rotagédo é W. Os angulos
especificos ® e W sdo os responsaveis pelo espectro de CD caracteristico das
estruturas secundarias, a-hélice, folha-p e estrutura randémica. O cromoforo amida
apresenta uma banda centrada proxima a 220 nm e outra com energia de transicéo

menor, centrada em 190 nm.

Em uma proteina ou peptideo enovelado, o arranjo tridimensional dos
cromoforos afeta a estrutura eletronica e, em consequéncia, o seu espectro. Para as
proteinas com estrutura aleatoria, as interagcdes de longa distédncia sdo minimas e o
espectro € composto por duas bandas caracteristicas, sendo uma banda negativa,

centrada em 195 nm e outra positiva, centrada em 212 nm.

A estrutura B apresenta uma banda negativa centrada em 218 nm e outra
banda positiva centrada em 196 nm. O espectro de uma a-hélice possui essas
mesmas bandas. No entanto, ele € mais complexo, pois nele a transicdo T—1* é
desdobrada em m—m* perpendicular, centrada em 191 nm, e T->m* paralela
centrada em 208 nm. A transicdo n — T* é deslocada para menor energia, centrada
em 222 nm (Figura 20). Assim, de acordo com a conformagao estrutural adquirida
pelas proteinas €& possivel caracterizar a estrutura secundaria destas
macromoléculas devido ao perfil espectral de CD particular destes arranjos
(WHITMORE & WALLACE, 2007)
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Figura 20. a) Diagrama da ligacéo peptidica mostrando a orientagdo da transicdo n—TT* e

TT—Tr*; b) Espectros tipicos de CD mostrando o perfil caracteristico de a-hélice, folha- e
estrutura desordenada.

1 ——  a-hélice
a) b) 80 F\ 2 folha -B
nN--mm* 3 desordenada
Ammax = 2200m _
Cc . Cl "—’n' '3
‘\ Amas = 200nm ;—:“
\ >
/N — Cs j‘ . )
o =
H : //
-0+ ———f ¢ W -
1890 200 210 =20 230 240 250

comprimento de onda (nm)

Fonte: WHITMORE & WALLACE (2007).

As anadlises de dicroismo circular foram realizadas utilizando um
espectropolarimetro JASCO J-815. Utilizou-se uma concentracdo de 50 umol.L™" de
cada peptideo em um volume final de 300 uL. Os espectros de CD foram coletados
com o tempo de resposta de 16 segundos e velocidade de aquisicdo de 20 nm/min,
em 8 varreduras de 190 a 250 nm em agua deionizada/TFE 60% em temperatura
ambiente, em uma cubeta de quartzo de caminho O6ptico de 1 mm, com
aproximadamente 300 uL de volume. Foi realizado um branco para cada medida, o

qual apresentou sinal desprezivel, sendo subtraido mesmo assim de todas as
curvas.
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4.13. Ensaio de susceptibilidade bacteriana em meio liquido utilizando o

método de micro-diluicao em caldo

Os ensaios de susceptibilidade bacteriana em meio liquido foram feitos de
acordo com as normas descritas no NCCLS/CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute) e Resolucdo RE n° 899, de 29 de maio de 2003 que determina a
publicacdo do "Guia para validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos" emitido

pela ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.

Todos procedimentos e manipulagdo de microrganismos foram realizados em
cabine de fluxo laminar BIO SEG 09 marca VECO e os materiais utilizados foram

todos esterilizados em autoclave.

As cepas de bactérias utilizadas neste trabalho foram adquiridas do
Laboratorio de Microrganismos de Referéncia do Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude — INCQS da Fundacdo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ, Rio de

Janeiro (Tabela 6).

Tabela 6. Relacdo dos microrganismos utilizados nos ensaios.

MICRORGANISMO COLEGAO

Klebsiella pneumoniae ATCC 10031
Escherichia coli (EHEC) 00171 CDC EDL-933
Staphylococcus aureus ATCC 14458

Streptococcus agalactiae ATCC 13813

Os meios utilizados para crescimento, ensaio de micro diluicdo em caldo e
preservagao (meio criogénico) estdo descritos na Tabela 7 e foram preparados de

acordo com as instrugdes do fabricante.
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Tabela 7. Meios de cultura utilizados

MEIO COMPOSIGAO MARCA
Solido Agar Muller Hinton BIOLOG
Caldo Caldo Muller Hinton BIOLOG
Preservagéao Caldo Muller Hinton + 20% glicerol BIOLOG

4.13.1. Preparo das solugdes padrao de peptideos

As amostras peptidicas avaliadas neste ensaio, foram inicialmente
preparadas e/ou diluidas em caldo Mueller Hinton a concentracao final de 100
pumol.L™" em um volume de 1 mL e armazenados em tubos de micro centrifuga. O
controle negativo contendo o antibiético ciplofloxacino foi preparado da mesma

maneira, mas na concentracao final de 5 pmol.L™.

Preparadas as solugdes padrao, estas entdo foram distribuidas em placas
esterilizadas de 96 pocgos, sendo pipetado em cada pogo um volume final de 100 uL

para as amostras peptidicas, controle negativo e controle positivo.

As placas entao preparadas foram mantidas em refrigerador e/ou congelador

até o inoculo das cepas bacterianas.

4.13.2. Preparo do inoculo e ajuste

Para realizagao deste ensaio, o inoculo bacteriano foi feito através dos meios
de preservagao mantidos em 20% glicerol a temperatura de -80°C. Uma pequena
aliquota destes foi retirada com a ajuda de uma alga de platina e semeada em
placas de petri contendo meio agar Mueller Hinton e entdo incubadas a 35°C

overnight, para crescimento.

Passado o periodo de crescimento, transferiu-se 5 colbnias isoladas de cada

cepa bacteriana crescida na placa, para tubos de ensaio contendo 5 mL de meio
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caldo Mueller Hinton e novamente incubou-se a 35°C overnight, sob agitagdo a 200

rpm.

Passado este periodo, foi retirada uma amostra de 1 mL de cada tudo
contendo as cepas e aferida sua absorbancia em 625 nm e acertadas de acordo
com o padrao de turbidez McFarland 0,5 que obtém uma absorbancia entre 0,08 e
0,10 neste comprimento de onda, resultando em uma suspensao contendo

aproximadamente entre 1 X 108 UFC/mL.

Acertada entdo a suspensdo bacteriana, esta foi entdo diluida 1:10 com
solugao salina 0,9%, resultando em uma diluigdo de 10" UFC/mL, de modo que esta
suspensao, quando inoculada aos 100 puL de meio contido na placa, resulte em uma
concentracdo final de bactérias de aproximadamente 5 x 10° UFC/mL (ou 5 x 10*

UFC/pogo, no método de micro diluigao).

4.13.3. Inoculo da suspensao normatizada nas placas de 96 pogos

Apo6s a normatizagdo das suspensdes bacterianas de acordo com o padrao
McFarland 0,5, foram entdo inoculados 0,5 uL destas suspensdes nas placas de 96
pocos previamente preparadas com as solucdes peptidicas e seus respectivos
controles com o auxilio de micropipetas estéreis. Terminado o processo de
inoculagao as placas foram incubadas a 35°C e realizadas leituras em um intervalo
de 5 horas e 16 horas em um leitor de microplacas EPOCH da BIOTEK em

comprimento de onda de 625 nm e interpretados os resultados.

A porcentagem de inibigdo do crescimento bacteriano por cada uma das
amostras peptidicas foi determinada através da analise comparativa destas com os

controles empregados.
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4.14. Estudos de Bioinformatica.

4.14.1. Modelagem Molecular

A estrutura cristalografica PDB ID 4TMA(1) foi utilizada para reconstrugao do
complexo GyrB-YacG, utilizando o servidor KoBaMIN (VOS, 2014). As cadeias
laterais de residuos incompletos sdo reconstruidas e logo apdés é aplicado um
protocolo de corregao estereoquimica e minimizagao estrutural de modo a produzir o
menor RMSD (root mean square deviation) entre 0 complexo reconstruido e aquele
original. Esta etapa é de fundamental importéncia para um estudo detalhado, via
dindmica molecular, do modo de interacdo que determina o reconhecimento

molecular do inibidor peptidico pelo sitio de interacdo da GyrB.

4.14.2. DinAmica Molecular

Apos reconstrugao estrutural, o complexo YacG-GyrB foi submetido a um
estudo de simulagdo de dinamica molecular, empregando um protocolo de
arrefecimento simulado (simulated annealing) (KARPLUS & McCAMMON, 2002),
com o pacote computacional GROMACS, versdo 4.5.6 (PRONK, 2013). As
condi¢cbes, padronizadas através de estudos anteriores, foram: campo de forca
OPLS/AA (JORGENSEN, 1996), modelo de agua tipo SPCE (single point charge
extended), que acrescenta uma corregao a fungéo de energia potencial ao modelo
comumente utilizado SPC, resultando em melhor densidade e constante de difusao;
a distancia média do complexo a parede da caixa de simulagdo foi mantida em 10 A,
e as interagdes de Lennard-Jones e de Coulomb foram utilizadas para descrever os
termos de repulsdo e dispersdo com redugao do numero de interagdes (cutoff)
através do método PME (Particle Mesh Ewald) (ESSMANN, 1995); o raio de corte
para a distédncia de van der Waals (VDW) foi de 1,2 nm e o algoritmo LINCS (HESS,
1997) foi utilizado para restringir o comprimento das ligagdes. As etapas conduzidas
foram: i) construcdo da caixa cubica de simulacgdo; ii) minimizacdo do sistema
formado por agua, ions NaCl na concentracdo de 0,15 mmol.L™’ (concentragao

similar ao de liquidos biologicos) e pelo complexo GyrB-YacG, utilizando algoritmo
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steepest descent com mil passos de minimizagao; iii) estabilizacdo do sistema a
volume e temperatura constantes, através uma etapa de equilibrio, utilizando o
protocolo ensemble NVT, mantendo-se a restricdo do complexo peptideo-proteina,
para estabilizar as moléculas de agua e ions em torno do complexo, durante 500 ps;
iv) simulagdo empregando o protocolo ensemble NPT (mols, pressdo e temperatura
constantes), durante um tempo de 1000 ps, para equilibrar o sistema a pressao e
temperatura constantes; v) simulagcdo de dindmica molecular, durante 10 ns,
aplicando-se o protocolo de arrefecimento simulado (simulated annealing), com a
variagao da temperatura de 300 a 350 K durante 5 ns e de 350 a 300 K durante os 5

ns restantes, com amostragem das conformacgdes a cada 10 ps.

4.14.3. Estudo de Interagao Dinamica do Complexo

Para avaliar como os residuos localizados na interface do complexo GyrB-
YacG influenciam, em termos energéticos, no processo de interagao, foi conduzido
um estudo de variagao estrutural a partir da trajetéria do complexo obtida durante a
simulacdo. Através de uma analise sistematica, utilizando o software Chimera
(PETTERSEN, 2004), conjuntos de estruturas semelhantes foram agrupadas, de
acordo com o RMSD (root mean square deviation), utilizando um cutoff de 0,2 A,
possibilitando selecionar sistematicamente as estruturas representativas de quatro
grupos principais. Estes ocorreram com mais frequéncia e, portanto, foram utilizados
para estudos posteriores de avaliagcdo da energia livre de interacdo, através do
servidor DrugScorePPI.( KRUGER, 2010).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Amplificagao por PCR e clonagem.

A partir do DNA gendmico extraido de K. pneumoniae, foi possivel fazer a
amplificagdo do gene yacG utilizando-se da técnica de PCR, empregando os
oligonucleotideos iniciadores previamente desenhados como descrito em Métodos.
Ao término da reagado, os produtos resultantes da amplificagdo e o vetor de
clonagem pET28a foram tratados com as enzimas de restrigdo BamHI| e EcoRI e
submetidos ao processo de purificagdo por eletroforese (Figura 21). Em seguida, foi

realizada a ligagao do inserto ao plasmideo.

Figura 21. Purificagao do produto resultante da amplificacdo do gene yacG, e pET28a apds
tratamento de ambos com enzimas de restrigdo. A) Esquema ilustrativo da estratégia de
clonagem para obtencdo do gene yacG no vetor pET28a utilizando as enzimas em
destaque, BamHI e EcoRI. B) Eletroforese em gel de agarose 0,8% mostrando o resultado
da purificagdo do clone do gene yacG e vetor de clonagem. Nas colunas 2 e 3 estdo
representados, respectivamente, o clone e o vetor, digeridos com BamHI e EcoRIl. A banda
de aproximadamente 200pb, corresponde ao clone do gene yacG. A coluna 1 corresponde

ao padrao de massa molecular (1 Kb Plus DNA ladder — Invitrogen).

A) B)

pb 1 2 3

5000

pET-28a(+)
L

-~ 200

Fonte: Elaborado pelo autor
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ApoOs a purificagdo e ligacdo do inserto no vetor, esta construgéo plasmidial
entdo denominada pET28a-YacG, foi entdo incubada com células de E. coli
DHbalpha ultracompetentes, em meio LB com antibiético requerido para selecdo. Os
clones positivos e com inserto na orientacdo correta foram selecionados como

observado na Figura 22.

Figura 22. Avaliacdo da clonagem e selegcado do clone positivo por eletroforese em gel de
agarose 0,8% mostrando o resultado da clonagem. Nas canaletas 2 e 3 estédo
representados, respectivamente, o vetor de clonagem pET28a e o clone 3 de yacG (em
evidéncia), digeridos com BamHl e EcoRl. A banda de aproximadamente 200pb,
corresponde ao clone do gene yacG. A canaleta 1 corresponde ao padrdo de massa

molecular (1 Kb Plus DNA ladder — Invitrogen).

pb

5000

200

Fonte: Elaborado pelo autor
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De acordo com a Figura 22 é possivel observar que o clone positivo, contém
a construgéo plasmidial pET28a-YacG, uma vez que no gel, nota-se a presenga do
plasmideo pET28a e também do inserto (yacG) evidenciando assim o sucesso na

transformacao e selegcao dos clones.

5.2. Sequenciamento do DNA

Para o sequenciamento, os clones positivos passaram por analises de
restricdo e foram novamente amplificados e preparados para o sequenciamento

como descrito em Métodos.

A Figura 23 mostra o alinhamento comparativo do gene yacG de K.
pneumoniae e clone yacG obtido. Como pode se observar, no resultado obtido do
sequenciamento do clone yacG, a sequéncia de nucleotideos é compativel com a
sequéncia do mesmo gene em K. pneumoniae, evidenciando que as técnicas
empregadas desde a extracdo do gene até o processo final de clonagem foram bem

sucedidos.

Figura 23. Alinhamento comparativo entre a sequéncia de nucleotideos do gene yacG de

Klebisiella pneumoniae e o clone 3 obtido.

7 1. — ATGTCAGAAGAGACTATCGTCAACTGCCCGACCTGCGGCAAAACTGTGGTGTGG 54
clone3 GGATCCATGTCAGAAGAGACTATCGTCAACTGCCCGACCTGCGGCAAAACTGTGGTGTGE 60
A AR RR AR AR R R R R AR R R R R R R R R AR R Rl Rl SRR R Rl
YacG GGCGAGCAGAGTCCGTTTCGTCCGTTCTGTAGCAAGCGCTGCCAACTGATCGATCTGGGA 114
clone3 GGCGAGCAGAGTCCGTTTCGTCCGTTCTGTAGCAAGCGCTGCCAACTGATCGATCTGGGA 120
I AR R R R R R A R R R A R R R R R R R R R R R R R R R R A AR R AR R R R R AR R R R R R R R R R R R R R
YacG GAATGGGCTGCGGAAGAGAAGCGCATCCCCAGCGCGGGGGATCTCTCCGATAGCGATGAC 174
clone3 GAATGGGCTGCGGAAGAGAAGCGCATCCCCAGCGCGGGGGATCTCTCCGATAGCGATGAC 180
I A AR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R AR R R R R AR R A R R R R R R R R R R R R
YacG TGGAGCGAGCAGCAACCCTGA-~ 195
clone3 TGGAGCGAGCAGCAACCCTGAGA 203

AERRERR AR AR R R AR RN

Fonte: Elaborada pelo autor

83



5.3. Producao e purificagcao das proteinas recombinantes

Para producédo da proteina recombinante, células de E. coli BL21 Rosetta
(DE3) foram transformadas com as constru¢des plasmidiais e assim definido as
melhores condigdes de expressao, primeiramente em pequena escala e
posteriormente em escala de 2 L de meio LB e induzidas pela adigdo de IPTG. Apds
o crescimento, as células foram lisadas e submetidas a purificacdo por cromatografia
de afinidade como descrito em Métodos e as fragcbes com alto grau de pureza foram

reunidas (Figura 24), dialisadas e concentradas em tampao apropriado.

Figura 24. Perfis da purificacdo da proteina YacG recombinante por expressao heteréloga
em E. coli BL21 Rosetta (DE3). A esquerda é mostrado o perfil cromatografico gerado
durante a purificagdo por cromatografia de afinidade em um sistema Akta Prime
(Amersham). A direita mostra-se o0 SDS-PAGE das fracdes de interesse e o padréo de peso

molecular 10 kDa (Fermentas).

YacGHisTrap010911:1_UV YacGHisTrap010911:1_Cond
YacGHisTrap01091 1:1_Cone YacGHisTrap01091 1:1_Fractions KDa 3
YacGHisTrap010911:1 Inject

89 10 11 12 13 14 1516

50

0 1 2 3 4 s 6 78910 12 14 16 18 Waste
0 20 “ 60 80 min

Fonte: Elaborada pelo autor

5.4. Western blot

Apds a purificagdo e concentragao da proteina YacG, foi realizado o ensaio
de western blot com a finalidade de identificar e confirmar sua identidade através da
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interagdo com o anticorpo anti-His, uma vez que YacG permaneceu com a tag de

histidina apds a purificacéo.

A Figura 25 confirma a identidade de YacG pois é possivel observar que esta

proteina foi detectada pelo anticorpo neste ensaio.

Figura 25. Confirmacao da identidade de YacG de Klebsiella pneumoniae por Western blot.
Coluna 1 — Marcador de peso molecular Pre-stained Protein Ladder da BenchMark™.

Coluna 2 — Proteina YacG.
MW 1 2
181.8kDa « s

64.2 kDa ST

BT s

14.8 kDa

6.0 kDa

Fonte: Elaborada pelo autor

De acordo com as analises aqui apresentadas, € possivel concluir que os
procedimentos utilizados para clonagem, expressdo e purificagdo desta proteina
foram bem sucedidos, uma vez que foi possivel obter YacG recombinante sem

nenhum problema de toxidade ou dificuldade de expressao.
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5.5. Design racional dos fragmentos peptidicos de YacG.

Com base nos dados estruturais de YacG obtidos através do banco de dados
Protein Data Bank PDB (Figura 7A), bem como na estrutura proposta por
RAMELOT et al., (2002), iniciou-se um estudo referente as possiveis regides da
proteina no qual poderia estar relacionado com a interagcdo com a DNA girase.
Como YacG tem um dominio zinc-finger, este foi considerado no design dos
analogos peptideos, devido sua importancia em diferentes processos celulares que
envolvem interagcdo com o DNA, RNA e proteinas, bem como na atividade inibitoria
sobre a DNA girase, recentemente proposta a YacG. Deste modo, na sintese
correspondente ao dominio zinc-finger considerou-se a regido entre os residuos Thr-
6 a Gly-38, englobando assim, os quatro residuos de cisteina, envolvidos na

coordenagao com o zinco (Figura 7A).

Para avaliar a importancia desses residuos, alternativamente substituiu-se
estes, por residuos de serina, alanina e histidina (Tabela 8). A serina foi escolhida,
por possuir estrutura molecular semelhante a cisteina, diferenciando-se apenas pela
presenga de um atomo de oxigénio no lugar de um de atomo de enxofre. A escolha
da alanina deu-se pelo fato desta diferenciar da cisteina, pela auséncia do grupo
sulfidrila e também pelo fato de possuirem hidrofobicidade semelhantes. Ja a
histidina foi escolhida por também possuir capacidade de coordenagdao com ions
metalicos e também por estar presente em outras classes de proteinas zinc-fingers.
As substituicbes, supostamente podem resultar em modificacbes estruturais no
dominio zinc-finger de YacG, seja pela reducéo da hidrofobicidade dos aminoacidos
da regido de coordenacgao [Escala Kyte-Doolittle (KYTE & DOOLITTLE, 1982): Cys:
2,50; Ala: 1,80; Ser: -0,80; His: -3.20] e/ou pelo aumento no numero de interacoes
do tipo ligagdes de hidrogénio, o que podera resultar em diminuigdo da capacidade
de coordenagdo do zinco e consequentemente na interacdo da molécula com a

enzima.

Além da sintese do dominio zinc-finger e suas modificagdes pontuais, outra
porcdo da molécula também foi escolhida para sintese de outro peptideo, uma
regidao compreendida entre os residuos Gly-38 a GIn-65 na qual apresenta uma

estrutura randémica e que também esta envolvida na interagdo com a DNA girase.
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Tabela 8: Sequéncia primaria dos peptideos sintetizados.

Peptideo Sequéncia de aminoacidos *MM g/mol
YacGAG1 *TVNCPTCGKTVVWGEISPFRPFCSKRCQLIDLG* 3.656,34
YacGAG4 *TVNSPTSGKTVVWGEISPFRPFSSKRSQLIDLG* 3.592,07
YacGAG5 *TVNAPTAGKTVVWGEISPFRPFASKRAQLIDLG* 3.528,08
YacGAG6 *TVNHPTHGKTVVWGEISPFRPFCSKRCQLIDLG* 3.724,33
YacGAG7 BGEWAAEEKRIPSSGDLSESDDWSEEPKQ® 3.163,27
YacGAGS8 *TVNHPTHGKTVVWGEISPFRPFHSKRHQLIDLG* 3.792,32

* valor teérico calculado

5.6. Purificagao e caracterizagao dos analogos peptidicos

Uma pequena fragdo de cada peptideo bruto liofilizado (aproximadamente

1mg) foi dissolvida em 1 mL de agua ultrapura, filtrada e submetida a analise

qualitativa em HPLC, sob condi¢des analiticas (Métodos). A partir dos resultados de

tempo de retencdo e porcentagem de solvente obtidos nestas analises foram

definidas as condi¢des relativas a concentracido de solvente para purificagdo dos

peptideos em escala semi-preparativa, empregando HPLC.

Os perfis cromatograficos dos peptideos obtidos apds purificagdo estao

representados nas Figuras 26 a 31, juntamente com aqueles obtidos antes da

purificacao, para efeitos comparativos.
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Figura 26. Perfis cromatograficos obtidos em escala analitica para o peptideo YacGAG1,

antes (A) e apés (B) purificagdo. Coluna de fase reversa Kromasil C18 (250 x 4,6 mm; 5 pm;
300 A), com um gradiente linear de 20 a 50% de solvente B (A: agua, 0,045% TFA; B: ACN,

0,036% TFA) em 30 min, fluxo de 1,0 mL/min e detec¢do a 220 nm.
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Fonte: Elaborada pelo autor

Figura 27. Perfis cromatograficos obtidos em escala analitica para o peptideo YacGAG4,

antes (A) e apés (B) purificacdo. Coluna de fase reversa Kromasil C45 (250 x 4,6 mm; 5 pm;
300 A), com um gradiente linear de 5 a 95% de solvente B (A: 4gua, 0,045% TFA; B: ACN,

0,036% TFA) em 30 min, fluxo de 1,0 mL/min e detecgao a 220 nm.

LA

LA

Fonte: Elaborada pelo autor

88



Figura 28. Perfis cromatograficos obtidos em escala analitica para o peptideo YacGAGS5,

antes (A) e apos (B) a purificacdo. Coluna de fase reversa Kromasil C18 (250 x 4,6 mm; 5
um; 300 A), com um gradiente linear de 5 a 95% de solvente B (A: agua, 0,045% TFA; B:
ACN, 0,036% TFA) em 30 min, fluxo de 1,0 mL/min e detec¢ao a 220 nm.
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Fonte: Elaborada pelo autor

Figura 29. Perfil cromatografico obtidos em escala analitica para o peptideo YacGAG6,

antes da purificagéo. Coluna de fase reversa Kromasil C18 (250 x 4,6 mm; 5 ym; 300 A),
com um gradiente linear de 5 a 95% de solvente B (A: agua, 0,045% TFA; B: ACN, 0,036%

TFA) em 30 min, fluxo de 1,0 mL/min e detecgéo a 220 nm.
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Fonte: Elaborada pelo autor
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Figura 30. Perfis cromatograficos obtidos em escala analitica para o peptideo YacGAG?7,
antes (A) e apos (B) a purificacdo. Coluna de fase reversa Kromasil C18 (250 x 4,6 mm; 5
um; 300 A), com um gradiente linear de 5 a 95% de solvente B (A: agua, 0,045% TFA; B:
ACN, 0,036% TFA) em 30 min, fluxo de 1,0 mL/min e detec¢ao a 220 nm.
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Fonte: Elaborada pelo autor

Figura 31. Perfis cromatograficos obtidos em escala analitica para o peptideo YacGAGS,
antes (A) e apds (B) a purificagdo. Coluna de fase reversa Kromasil C18 (250 x 4,6 mm; 5
um; 300 A), com um gradiente linear de 5 a 95% de solvente B (A: agua, 0,045% TFA; B:
ACN, 0,036% TFA) em 30 min, fluxo de 1,0 mL/min e detec¢ao a 220 nm.
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Fonte: Elaborada pelo autor

90



Os perfis cromatograficos dos peptideos puros apresentam um unico pico em
relagdo aos cromatogramas observados a partir da analise do extrato bruto. O
parametro tempo de retengdo dos peptideos purificados foi mantido em relacéo ao
pico correspondente no extrato bruto. O rendimento da purificagdo de cada analogo
foi calculado através de uma relacdo com a massa do peptideo em seu estado bruto
(antes da purificagdo). O rendimento da purificagdo e as purezas relativas dos

diferentes peptideos estdo representados na Tabela 9.

Tabela 9: Relagao das massas dos peptideos purificados

Peptideo Massa peptideo Massa pos Rendimento da Pureza relativa
bruto (mg) purificagao (mg) purificagcao (%) (%)
YacGAG1 60 7 11,6 96
YacGAG4 60 9,2 15,3 97
YacGAGS 60 8,4 14 97
YacGAG6 60 52 8,6 96,3
YacGAG7 60 9 15 95,6
YacGAG8 60 6 10 98

De acordo com a tabela apresentada, é possivel observar que o rendimento
da purificagacao varia entre 8,6 e 15,3%, podendo ser considerado um rendimento

consideravelmente satisfatorio.

5.7. Espectrometria de massas

A caracterizagdo dos peptideos sintetizados foi realizada através de
espectrometria de massas por um sistema LC/MS BRUKER Amazon SL. Os valores

de massa molecular obtidos no modo electrospray positivo [ES m/z: (M + H)"], estéo
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apresentados na Tabela 10. Os resultados foram coincidentes com o tedrico

esperado, confirmando a identidade das sequéncias peptidicas sintetizadas.

Tabela 10. Resultado das andlises de espectrometria de massas

Peptideo Massa molecular (g/mol) ES m/z (g/mol)
YacGAG1 3.643,31 3644
YacGAG4 3592,07 3592
YacGAGS 3528,08 3528
YacGAG6 3724,33 3724
YacGAG7 3163.27 3163
YacGAG8 3792.32 3792

O conjunto de resultados de espectrometria de massas permite concluir que
os procedimentos utilizados para sintese e purificagao, foram bem sucedidos o que

levaram a obtengéo das sequencias desejadas.

5.8. Determinacao de grupos sulfidrila livre

O zinco, ion caracteristico das denominadas proteinas zinc-fingers participa,
no caso da YacG, juntamente com quatro residuos de cisteina (Cys-9, Cys-12, Cys-
28 e Cys-32), de um sitio de ligagao tetraédrico. Neste caso, € condigao para esta
disposicado, que os grupos tidis, da cadeia lateral dos residuos de cisteina estejam
na sua forma reduzida. Desta forma, para que os fragmentos peptidicos sintetizados
possam simular adequadamente o ambiente de ligagdo, assim como na proteina
nativa, € importante quantificar estes grupos em cada uma das sequéncias

sintetizadas.
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Assim, para quantifica-los, empregou-se o teste de Ellman’s (BULAJ, et al.,
1998) que emprega o acido 5,5-ditio-bis-(2-nitrobenzoico) (DTNB), como reagente,

seguindo o procedimento descrito em Métodos.

A Curva padrao empregando Acetil-L-cisteina, esta representada na Figura
32, cujo coeficiente de extingdo molar obtido a partir da mesma foi 13.900 L.mol™
cm™. A anadlise de grupos SH livres foi feita para as oito sequéncias peptidicas,
sendo que os valores obtidos e representados na Tabela 11 mostram que os
peptideos contendo cisteina apresentam grupos SH originalmente na forma
reduzida, o que permite a utilizagao direta dos mesmos nos estudos de complexagao

com ions metalicos.

Figura 32. Curva Padrao de Acetil-L-cisteina para determinagao de grupos SH livre

empregando o teste de Ellman’s.
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Fonte: Elaborada pelo autor

Tabela 11: Teor de grupos tidis nos fragmentos peptidicos sintetizados.

PEPTIDEO’ A (412nm) SH LIVRES (umol.L™)
YacGAGH1 0,187 13,4
YacGAG6 0,105 7,5

*YacGAG4, YacgAG5, YacGAG7 e YacGAGS8 apresentaram A412nm= 0,0
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5.9. Titulagao dos fragmentos peptidicos com ion Cobalto

Sondas espectroscopicas desempenham um papel de extrema importancia na
caracterizagdo de macromoléculas bioldgicas (SHI et al., 1993). Uma boa sonda
deve combinar razoavel sensibilidade com variabilidade das propriedades
espectroscopicas, para que possa ser observada em baixas concentragdes e para
que a sonda possa fornecer informagdes sobre propriedades estruturais e/ou
dindmicas do sitio de ligacdo da mesma. Para a sondagem do sitio de ligacédo do ion
zinco (ll) em proteinas, o ion cobalto (lI) € muito utilizado (GRAY, 1980), pois
complexos de cobalto tém espectros de absorgao caracteristicos e a substituicao por

este metal tem sido usada em muitos estudos com metaloproteinas.

A energia absoluta e a intensidade das bandas de absor¢do oferecem
informagdes sobre os tipos de ligantes em torno do ion metalico e sua geometria. A
absorcao da luz € acompanhada pelo rearranjo dos elétrons nos orbitais do metal e
dos ligantes envolvidos, o que reflete nos valores do coeficiente de extingdo. O
coeficiente de extingdo das transicdes de campo ligante na regidao do visivel
depende do numero de coordenacdo deste metal. Para complexos octaédricos,
como aqueles formados por Cobalto (Il) em solugdo aquosa, os coeficientes de
extingdo situam-se entre 5 e 10 L.mol'em™ enquanto que para sitios tetraédricos,
como nos dominios zinc-fingers, os coeficientes de extingdo sdo aproximadamente

100 vezes superiores (SHI et al., 1993).

Desta forma, mudancas observadas nos espectros no UV-visivel dos
peptideos derivados de YacG, apds adigdo do ion Cobalto (ll), foram utilizadas para
investigar a natureza e a geometria do complexo peptideo-metal (a configuragao

eletrénica do ion zinco (1) impossibilita este tipo de analise para este metal).

As bandas de transferéncia de cargas Co(ll) — S observadas a 320 e 360 nm
(Figura 33) nos espectros UV-visivel, para a titulagdo de YacGAG1 com uma
solugédo de Cobalto (Il), sugerem a ligagéo de cisteinato (FRANKEL et al., 1987). No
visivel, bandas de alta intensidade, descritas para transi¢cdes d-d a 620, 690 e 750
nm mostram que o modo de coordenagao sugerido é tetraédrico (SHI et al., 1993). O

numero de bandas, atribuidas a trés transigcdes d-d direcionam para uma esfera de
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coordenacao tipo Cys4 (HUHEEY, 1993). A coloragéo levemente azulada da solugao

final corrobora a hipétese de um sitio de coordenacéo tetraédrico.

Figura 33. Espectros de absor¢ao no UV-visivel (300 a 500 nm) de Cobalto (ll) coordenado
com YacGAG1 com 0, 0,1, 0,2, 0,4 e 1,2 eq de Co™. A inser¢gdo mostra a dependéncia da
banda de transferéncia de cargas Co(ll) —» S a 360 nm, com o0 aumento da quantidade de

Co*? adicionado.
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Fonte: Elaborada pelo autor

Como o ion Cobalto (II) é adicionado para uma solugdo 50 pmol.L™" de
YacGAG1, as bandas de transferéncia de cargas Co(ll) - S em 320 e 360 nm, bem
como as bandas de altas intensidades, das transigcbes d-d do ion Co(ll), sdo
crescentes, até a estabilizacdo, que depende da estequiometria do complexo
formado e consequentemente do numero de grupos sulfidrilas coordenadas ao ion
metalico (Figuras 33 e 34). Ao acompanhar o aumento de absorbéncia em qualquer
um destes comprimentos de onda (por exemplo, a 360 nm na Figura 33 - insergao),

as mudancas espectrais metal-induzidas saturam com quantidades abaixo das
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equimolares do ion Co(ll) e peptideo, evidenciando a formagdo de um complexo na
proporgao 2:1 de YacGAG1 e Cobalto (ll).

Figura 34. Espectros de absorgao no visivel (550 a 800 nm) de Cobalto (II) coordenado com
YacGAG1 com 0, 0,1, 0,5 e 1,2 eq de Co™. A insercdo mostra a dependéncia da banda de

transicdo d-d a 690 nm com o aumento da quantidade de Co*? adicionado.
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Fonte: Elaborada pelo autor

As mudangas espectrais durante a titulagdo do peptideo YacGAG6 (Figuras
35 e 36), resultou em saturacdo perto de 1 equivalente, resultando em uma provavel

formacao de complexo 1:1 de YacGAGG6 e Cobalto (Il).

Para YacGAG4, YacGAG5 e YacGAG8, ndo foram observadas bandas
caracteristicas de transferéncia de cargas Co(ll) — S, tampouco aquelas de altas
intensidades atribuidas as transi¢gdes d-d, de acordo portanto com a auséncia de
grupos tidis livres, nestes peptideos, resultado da substituigdo de todos residuos de
cisteina por serina, alanina e histidina, respectivamente. Por representar um
segmento diferente da regigo zinc-finger, YacGAG7 nao foi titulado com Co*2.
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Figura 35. Espectros de absor¢cédo no UV-visivel de Cobalto (II) coordenado com YacGAG6

com 0, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 e 1 eq de Co*™. A insercdo mostra a dependéncia da banda de

transferéncia de cargas Co(ll) — S a 360 nm, com o aumento da quantidade de Co*?

adicionado.
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Fonte: Elaborada pelo autor

Figura 36. Espectros de absorgdo no UV-visivel de Cobalto (II) coordenado com YacGAG6

com0,0,2,0,4,0,8 e 1eqde Co*™. As insercbes mostram as bandas de transicdo d-d a 660

nm com o aumento da quantidade de Co*? adicionado.
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5.10. Dicroismo circular

YacG de E. coli é uma pequena proteina com uma estrutura primaria
constituida por 65 residuos de aminoacidos e tem como estruturas secundarias uma
a-hélice (residuos 30 — 37) conectada a duas estruturas 3 (residuos 6 —9 e 14 — 17)
por um loop de 12 residuos de aminoacidos (RAMELOT et al., 2002). Além destas
estruturas secundarias, a proteina esta coordenada a um ion zinco através de quatro
residuos de cisteina localizadas entre as duas estruturas 3, (Cys-9 e Cys-12) e na

parte N-terminal da a-hélice (Cys-28 e Cys-32).

Desde modo o objetivo do ensaio de dicroismo circular foi identificar as
estruturas secundarias presentes nos peptideos derivados e correlaciona-las com

aquelas da proteina nativa, ja identificadas por RMN.

As analises foram realizadas conforme descrito na metodologia. Ultilizou-se
como referéncia os espectros representados na Figura 20 (Métodos), que mostra as
diferentes formas dos espectros de CD, referentes as diferentes estruturas
secundarias de proteinas. Na referida figura, a curva (1) representa o espectro
caracteristico de estrutura tipo a-hélice, apresentando duas bandas negativas, uma
em torno de 208 nm e outra em torno de 222 nm e, uma banda positiva em torno de
198 nm. A curva (2) representa o espectro caracteristico de estrutura tipo folha- e
apresenta uma banda positiva em torno de 196 nm e outra negativa em torno de 218
nm. Ja a curva (3) representa o espectro caracteristico de estrutura desordenada,

apresentando uma banda negativa com minimo em torno de 198 nm.

De acordo com os perfis observados nos graficos de dicroismo circular
(Figura 37) nota-se que os peptideos derivados de YacG ndo tem estrutura
secundaria definida, ou se apresentam como mistura de a-hélice e folha . Observa-
se que os peptideos YacGAG4,YacgAG5,YacGAG6 e YacGAG8 apresentam um
pico maximo positivo em 192 nm e outro pico maximo negativo em 204 nm
caracteristicos de a-hélice, contudo apresentam também pico negativo em 218 nm
que caracteriza folha 3. Com base nestes resultados, observa-se que os peptideos
mantém uma tendéncia a assumirem uma estrutura desordenada, embora

apresentem picos caracteristicos de estruturas secundarias, mas quando
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comparados com YacGAG7 que mantém estrutura desordenada, os demais

peptideos apresentam quase, sendo, igual comportamento estrutural.

Figura 37. Espectro de dicroismo circular dos analogos peptidicos de YacG 50 pymol.L™" em
H,O deionizada/TFE 60%. Valor da concentragdo de TFE definido por analise de ensaios
anteriores, uma vez observado que a quantidade maxima utilizada para indugdo da

formacao de estruturas secundarias € 60%, sendo assim optou-se por n&o realizar titulagcéo.
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5.11. Inibicao da atividade de DNA girase

A enzima DNA girase atua introduzindo super-hélices negativas no DNA
plasmidial que se encontra na forma relaxada. Diante disto foi possivel analisar a
acgao ou inibicdo desta, observando os resultados dos géis de agarose obtidos apds

ensaio de inibicao de atividade.

Conforme descrito por Sengupta e Nagajara (2008), YacG de E. coli esta

envolvida na rede interactoma de DNA girase e atua inibindo o superenovelamento
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negativo do DNA, bem como outras atividades desta enzima. Deste modo, o
presente ensaio tende a investigar a inibigdo da atividade de DNA girase por YacG
de Klebisella pneumoniae e seus respectivos analogos e fragmentos peptidicos

sintéticos.

A Figura 38 mostra o resultado da inibicao da DNA girase pela YacG de
Klebsiella pneumoniae. De acordo com esta figura é possivel concluir que YacG tem
efeito inibitério sob a acdo desta enzima, inativando-a até concentragcao entre 50 e
25 pymol.L™".

Figura 38. Ensaio da concentragdo minima inibitéria (CMI) da atividade de DNA girase pela
proteina YacG de Klebsiella pneumoniae. (-) plasmideo pBR322 relaxado; (+) plasmideo
pBR322 relaxado + 1U de DNA girase; os numeros em cada aplicagdo no gel representam a
concentragdo de YacG em pmol.L", presente na solugdo contendo plasmideo pBR322

relaxado + 1U de DNA girase.

- + 100 25 10 5

75 50
—

Fonte: Elaborada pelo autor

Para melhor observar e quantificar a atividade de inibicdo da DNA girase
apresentada nos ensaios de eletroforese em gel de agarose, foi feita a densitometria

do gel utilizando o software ImagedJ (Figura 39). Trata-se de um programa de cdodigo
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aberto, disponivel na Internet. O Imaged faz a densitometria das bandas obtidas,
contando cada microponto de tonalidade escura na foto. Deste modo, traga-se uma
relagdo entre a densidade Optica da banda da sequéncia-alvo e a densidade optica

da banda controle.

O Programa gera uma curva, cujos picos representam as regides de maior

densidade 6ptica e, portanto as regides que apresentam bandas.

Figura 39. Densitometria optica do gel de agarose empregado no ensaio de inibicdo da DNA
girase por YacG de Klebsiella pneumoniae. (-) plasmideo pBR322 relaxado, (+) plasmideo
pBR322 relaxado + 1U de DNA girase; os numeros em cada coluna representam a
concentragdo de YacG em pmol.L™, presente na solugdo contendo plasmideo pBR322

relaxado + 1U de DNA girase.

- + 100 75 50 25 10 5

Fonte: Elaborada pelo autor

Os dados apresentados na analise de densidade 6ptica mostram os picos
referentes as diferentes bandas apresentadas no gel de eletroforese (Figura 39). O
pico do DNA relaxado é representado na parte superior do grafico enquanto o pico

correspondente ao DNA superenovelado encontra-se na parte inferior como
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representado nos graficos (-) e (+) respectivamente. Com os graficos de
densitometria € possivel observar com maior precisdo a intensidade das bandas e
quantifica-las. Estes dados vem confirmar que YacG interfere na atividade de DNA
girase até a concentracdo de 50 pmoI.L'1, onde pode-se observar claramente que
100% do DNA encontra-se em sua forma relaxada, ao contrario dos graficos
representando 25, 10 e 5 ymol.L™".

Embora comprovada a inibicdo da DNA girase pela YacG de Klebsiella
pneumoniae, sua capacidade de inibicdo é bem menor que a de seu analogo
encontrado primeiramente em E.coli. Segundo Sengupta e Nagajara (2008), YacG
de E. coli inibe a atividade de DNA girase a uma concentracdo de 0,1 umol.L™", ou
seja 500 vezes mais ativa que o seu analogo de K. pneumoniae. Esta diferenca,
pode estar relacionada com as condi¢gdes de analise utilizadas por estes autores, ou
até mesmo pela presenca do tag de histidina utilizada no processo de purificagcdo da
proteina e mantido na estrutura primaria da proteina purificada, alterando a

estruturagcdo da mesma em solucéo e, consequentemente na sua atividade inibitéria.

Em relacdo aos peptidicos sintéticos, inicialmente foi realizada uma triagem
utilizando todos os analogos e fragmentos projetados e sintetizados, a concentragao
de 100 pmol.L™", a fim de identificar quais exibem potencial de inibicdo da atividade
da DNA girase e avaliar a importancia do dominio zinc finger no processo, uma vez
que este dominio pode interagir com a GyrB e ocluir o local de ligagdo do DNA,

inibindo assim a agao da enzima (VOS et al., 2014).

No caso do fragmento peptidico YacGAG1 optou-se por realizar o ensaio de
triagem separado dos demais peptideos, uma vez que uma possivel atividade deste

peptideo é dependente da coordenacdo do ion Zn*?,

Como pode ser observado (Figura 40), YacGAG1, na presenga ou auséncia
do ion zinco ndo apresentou agao inibitéria da atividade de DNA girase. Este € um
dado bastante curioso, uma vez que este dominio é responsavel, pela interagdo com
a subunidade B de DNA girase e atua ocluindo o principal sitio de ligagdo do DNA
(VOS et al., 2014). Neste caso € possivel, que este dominio isolado, na forma de
YacGAG1, nao seja suficiente para inibir a DNA girase, uma vez que a interagao de

YacG nativa e a DNA girasse ocorre por um mecanismo bi-partido, onde o dominio
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zinc-finger atua formando um complexo com GyrB, ao mesmo tempo que a regido C-

terminal desta proteina interage com GyrA (VOS et al., 2014).

Figura 40. Ensaio de inibicdo da atividade de DNA girase pelo analogo peptidico YacGAG1
a 100 umol.L™". (A) Gel de agarose e (B) Densitometria dptica do gel. (-) plasmideo pBR322
relaxado, (+) plasmideo pBR322 relaxado + 1U de DNA girasse; Coluna 1: plasmideo
pBR322 relaxado + 1U de DNA girase + YacGAG1 complexado com o Zn*?. Coluna 2:
plasmideo pBR322 relaxado + 1U de DNA girase + YacGAG1 sem Zn*?.

A B

Fonte: Elaborada pelo autor

Por outro lado, a Figura 41 mostra que alguns analogos peptidicos de YacG
exercem atividade de inibicdo de DNA girase, especificamente YacGAG4, YacGAG5
e YacGAG7, este ultimo com plena atividade de inibicdo, na qual se observa que
100% do DNA encontra-se na forma relaxada. E possivel observar também que
YacGAG6 e YacGAGS8 interferem muito pouco na atividade desta enzima, pois
observa-se que a maior parte do DNA encontra-se na forma superenovelada. E
possivel que, em concentracdes superiores a 100 pmol.L”', YacGAG6 e YacGAGS

consigam inibir completamente a acdo de DNA girase, o que, neste caso, optou-se
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em nao considerar esta hipotese, pois inibidores que atuam em concentragcées desta
grandeza nao séo considerados ideais.

Figura 41. Ensaio de inibicdo da atividade de DNA girase pelos analogos peptidicos de
YacG. (-) plasmideo pBR322 relaxado, (+) plasmideo pBR322 relaxado + 1U de DNA
girasse; (Colunas 1, 2, 3, 4 e 5) plasmideo pBR322 relaxado + 1U de DNA girase +
YacGAG4, YacGAG5, YacGAG6, YacGAG7 e YacGAGS8, respectivamente, em

concentragéo de 100 pmol.L™ cada.

Fonte: Elaborada pelo autor

Os resultados obtidos neste ensaio estdo de acordo com aqueles obtidos por
VOS e colaboradores (2014), que atribuem a capacidade inibitéria de YacG, em

grande parte, a sua regidao C-terminal.

A Figura 42 mostra a densitometria do gel e os respectivos picos referentes
ao DNA relaxado e superenovelado obtidos na triagem dos analogos peptidicos de
YacG. E possivel observar que realmente YacGAG4, YacgAG5 e YacGAG7

interferem na atividade de DNA girase, fato que pode ser evidenciado pela maior
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concentracdo de DNA relaxado em relacdo ao superenovelado, salvo YacGAG7 que

inibe por completo a acdo desta enzima.

Figura 42. Densitometria éptica do gel de agarose empregado no ensaio de inibicdo da DNA
girase pelos analogos peptidicos de YacG. (-) plasmideo pBR322 relaxado, (+) plasmideo
pBR322 relaxado + 1U de DNA girase; (Colunas 1, 2, 3, 4, 5 e 6) plasmideo pBR322
relaxado + 1U de DNA girase + YacGAG4, YacGAGS5, YacGAG6, YacGAG7 e YacGAGS,
em concentracdo de 100 pmol.L™” respectivamente.

Fonte: Elaborada pelo autor

A partir dos dados obtidos na triagem dos analogos peptidicos de YacG com
potencial acéo inibitéria sob DNA girase, foi possivel realizar o ensaio de
concentracdo minima inibitoria.

O ensaio de CMI foi realizado com os analogos YacGAG4, YacGAG5 e
YacGAG7, sendo que somente YacGAG7 teve acgédo inibitéria frente a DNA girase

em concentragdes menores que 100 pmol.L™' como mostrado na Figura 43.
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Figura 43. Ensaio da concentragdo minima inibitéria (CMI) da atividade de DNA girase pelo
analogo peptidico YacGAG7. (-) plasmideo pBR322 relaxado, (+) plasmideo pBR322
relaxado + 1U de DNA girase; os numeros em cada aplicacdo no gel representam a
concentragdo de YacGAG7 em pmol.L™, presente na solugcdo contendo plasmideo pBR322

relaxado + 1U de DNA girase.

- + 100 75 50 25

Fonte: Elaborada pelo autor

De acordo com a Figura 43, YacGAG7 inibe por completo a acdo de DNA
girase até a concentracdo de 75 umol.L”', como observado nas linhas 1 e 2 da
Figura 44. E possivel observar também que na concentracdo de 50 pmol.L™’
YacGAG7 ainda apresenta atividade de inibicdo, pois mais de 75% do DNA
encontra-se na forma relaxada. Em concentragdes abaixo de 50 ymol.L”' YacGAG7

nao apresenta qualquer atividade de inibicdo desta enzima.

De uma maneira geral, os peptideos que apresentaram melhor atividade
inibitéria, mesmo que em concentracdes elevadas, foram aqueles que nao permitem
a coordenagao do ion zinco. De fato, YacGAG4 e YacGAGb5, cujos residuos de
cisteina foram subsituidos por serina ou alanina, respectivamente, foram os que
apresentaram maior inibicdo, excetuando YacGAG7 cuja sequéncia primaria
representa a extremidade C-terminal da proteina, ao qual ja teve sua agao inibitdria

comprovada anteriormente.
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E bem provavel que, na auséncia de Zn*? as cadeias peptidicas possam
adotar conformagdes menos rigidas em solugao, favorecendo o acesso da regiao
responsavel pela atividade inibitéria ao sitio de ligagdo na DNA girase, quando
comparadas com YacGAG1, YacGAG6 e YacGAGS8, que efetivamente podem
coordenar ions zinco, presentes na solucdo tampao, utilizando os residuos de

cisteina e histidina.

Figura 44. Densitometria optica do gel de agarose empregado no ensaio de inibicdo da DNA
girase pelo analogo peptidico YacGAG7. (-) plasmideo pBR322 relaxado, (+) plasmideo
pBR322 relaxado + 1U de DNA girase; (Colunas 1, 2, 3 e 4) plasmideo pBR322 relaxado +
1U de DNA girase + YacGAG7 em concentracdes de 100, 75, 50 e 25 umol.L”
respectivamente.

A

Fonte: Elaborada pelo autor

5.12. Inibigao da atividade de Topoisomerase lla humana

A bibliografia disponivel, que relaciona a atividade de YacG, restringe-se a
enzima DNA girase. Assim sendo, decidiu-se por estender os ensaios de inibicao

desta proteina para a Topoisomerase lla humana.

Topoisomerase lla humana atua relaxando o superenovelado positivo ou
negativo do DNA gendmico. Assim como nos ensaios empregados para avaliar agao
e/ou inibigdo de DNA girase é possivel utilizar esta mesma metodologia para avaliar

sua agao, como mostrado na Figura 45.
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Figura 45. Ensaio da concentracdo minima inibitéria (CMI) da atividade de Topoisomerase
la Humana pela proteina YacG de Klebsiella pneumoniae. (-) plasmideo pBR322
superenovelado, (+) plasmideo pBR322 superenovelado + 1U de topoisomerase || Humana,
os nimeros em cada aplicagdo no gel representam a concentragdo de YacG em pmol.L”,
presente na solucio contendo plasmideo pBR322 superenovelado + 1U de topoisomerase li

Humana.

- + 100 75 50 25 10 5

Fonte: Elaborada pelo autor

Os resultados obtidos do ensaio de inibicdo da acdo de Topoisomerase lla
humana por YacG, permite concluir que esta pequena proteina, também exerce
efeito na atividade desta enzima. Como pode ser observado, a enzima foi incapaz de
relaxar o DNA superenovelado na presengca de YacG, em concentracoes
relativamente baixas, porém resultando em uma molécula de DNA em estados

topoldgicos intermediarios (topoisdmeros).

Nos graficos gerados a partir da densitometria do gel (Figura 46) é possivel
observar os topoisdbmeros, representados como picos em posicao intermediarias,
entre aqueles que representam o DNA superenovelado (-) e relaxado (+) que se
encontram nas extremidades de cada faixa densitométrica. E possivel concluir
também que YacG tem efeito inibitério sobre Topo lla humana até a concentragéo

de 5 pmol.L™.
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Figura 46. Densitometria 6ptica do gel de agarose empregado no ensaio de inibicao de
Topoisomerase lla Humana pela proteina YacG de Klebsiella pneumoniae. (-) plasmideo
pBR322 superenovelado, (+) plasmideo pBR322 superenovelado + 1U de topoisomerase Il
Humana; (Colunas 1, 2, 3, 4, 5 e 6) plasmideo pBR322 superenovelado + 1U de
topoisomerase || Humana + YacG em concentragdes de 100, 75, 50, 25,10 e 5 umol.L™

respectivamente.

Fonte: Elaborada pelo autor

A acao de YacG sobre a Topoisomerase lla humana, embora seu mecanismo
de agao nao tenha sido definido, desperta curiosidade. Assim, pode-se especular
que YacG venha a interagir com esta enzima pelos mesmos mecanismos envolvidos
no processo de interacdo que a DNA girase, embora a Topoisomerase lla humana
em sua forma ativa seja um homodimero, diferentemente da DNA girase que € um
heterotetramero. Contudo estas enzimas compartiham os mesmos dominios de
ligacdo do ATP e DNA, bem como o dominio de clivagem e religagdo das fitas,
diferindo apenas em sua composicdo de aminoacidos, o que leva a pensar que 0s
mecanismos de acgao estejam relacionados, embora necessite de estudos mais

aprofundados para se concluir a esse respeito.

O ensaio de inibicdo da atividade de Topoisomerase lla humana foi também
realizado com os analogos peptidicos de YacG a concentragdo de 100 pumol.L™", a
fim de fazer a triagem dos peptideos com potencial acdo contra esta enzima, e

assim realizar o ensaio de CMI.
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Assim como no ensaio realizado com DNA girase, aqui também optou-se por
fazer o ensaio com o fragmento peptidico YacGAG1 separado dos demais devido a

sua coordenagao metalica.

Inicialmente foi realizado o ensaio a concentragao de 100 pmoI.L'1. A analise
do gel revelou a formagao de varios estados topolégicos intermediarios, deixando
assim a duvida com relagao a agéo de YacGAG1 (dados ndo mostrados). Com isso
resolveu-se aumentar a concentracdo do peptideo para 200 pymol.L™" afim de se

obter dados mais confiaveis e discutiveis.

Ao contrario do que foi evidenciado para DNA girase, o peptideo YacGAG1
tanto na presenca, quanto na auséncia de Zn*?, apresentou inibigdo da atividade de
Topoisomerase lla humana a concentracdo de 200 pmoI.L'1, 0 que pode ser
evidenciado pela permanéncia da banda do DNA superenovelado nas colunas 1 e 2
(Figura 47).

Figura 47. Ensaio de inibicdo da atividade de Topoisomerase lla Humana pelo fragmento
peptidico YacGAG1. (A) gel de agarose e (B) Densitometria do gel. (-) plasmideo pBR322
superenovelado, (+) plasmideo pBR322 superenovelado + 1U de topoisomerase || Humana;
Coluna 1: plasmideo pBR322 superenovelado + 1U de topoisomerase |l Humana +
YacGAG1 sem Zn*%; Coluna 2: plasmideo pBR322 superenovelado + 1U de topoisomerase

Il Humana + YacGAG1 complexado com Zn*? a concentragdo de 200 pymol.L™".

Fonte: Elaborada pelo autor
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Os peptideos YacGAG4, YacGAGS5 e YacGAG7 também demonstraram
capacidade de inibir a atividade desta enzima a concentracdo de 100 umol.L™,

porém YacGAGS8 nao, como pode ser observado nas Figuras 48 e 49.

Figura 48. Ensaio da concentracdo minima inibitéria (CMI) da atividade de Topoisomerase
lla Humana pelos analogos peptidicos YacG. (-) plasmideo pBR322 superenovelado, (+)
plasmideo pBR322 superenovelado + 1U de topoisomerase || Humana; (Colunas 1, 2, 3,4 e
5) plasmideo pBR322 superenovelado + 1U de topoisomerase || Humana + YacGAG4,
YacGAGS5, YacGAG7 e YacGAGS8 a concentragdo de 100 ymol.L™", respectivamente.

- + 1 2 3 4

Fonte: Elaborada pelo autor

Figura 49. Densitometria 6ptica do gel de agarose empregado no ensaio de inibicao de
Topoisomerase lla Humana pelos analogos peptidicos YacG. (-) plasmideo pBR322
superenovelado, (+) plasmideo pBR322 superenovelado + 1U de topoisomerase || Humana,
(Linhas 1, 2, 3, 4 e 5) plasmideo pBR322 superenovelado + 1U de topoisomerase || Humana
+ YacGAG4, YacGAG5, YacGAG7 e YacGAG8 a concentragdo de 100 pmol.L™,

respectivamente.

- + 1 2 3 4

\

Fonte: Elaborada pelo autor
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A partir desta triagem inicial, foi possivel identificar os peptideos com agéo
inibitéria sobre a atividade da Topoisomerase lla humana e assim realizar ensaios

de CMI, utilizando diluicao seriada.

Os peptideos YacGAG1, YacGAG4 e YacGAG5 nao apresentaram atividade
de inibicdo em concentragdes abaixo de 100 pmoI.L'1. Por outro lado, ensaios de
CMI para YacGAG7 frente a Topoisomerase lla humana (Figuras 50 e 51), mostram
que este analogo peptidico exibe atividade de inibicdo total desta enzima até a
concentracdo de 75 pumol.L”". Também é possivel observar inibicdo parcial em

concentragdes inferiores.

Figura 50. Ensaio da concentracao minima inibitéria (CMI) da atividade de Topoisomerase
lla Humana pelo analogo peptidico YacGAGY7. (-) plasmideo pBR322 superenovelado, (+)
plasmideo pBR322 superenovelado + 1U de topoisomerase I Humana, os numeros em
cada aplicagdo no gel representam a concentragédo de YacGAG7 em pmol. L™, presente na

solucao contendo plasmideo pBR322 superenovelado + 1U de topoisomerase Il Humana.

- + 100 75 50 25

Fonte: Elaborada pelo autor
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Figura 51. Densitometria Optica do gel de agarose empregado no ensaio de CMI de
Topoisomerase lla Humana pelo analogo peptidico YacGAG7. (-) plasmideo pBR322
superenovelado, (+) plasmideo pBR322 superenovelado + 1U de topoisomerase Il Humana,
(Colunas 1, 2, 3 e 4) plasmideo pBR322 superenovelado + 1U de topoisomerase || Humana

+ YacGAG7 em concentragdes de 100, 75, 50 e 25 umol.L™" respectivamente.

Fonte: Elaborada pelo autor

No planejamento, do peptideo YacGAG7 foi adotada, na simplificacdo
estrutural, a exclusdo das estruturas secundarias presentes na proteina, com a
proposta de avaliar a importancia so segmento C-terminal, desestruturado, na
atividade inibitéria do YacG, ao contrario da proposta dos demais peptideos, de se
avaliar as estruturas secundarias caracteristicas do grupo Treble clef finger dos zinc-

finger.

Comparativamente a YacG, YacGAG7 apresentou o0 mesmo comportamento
de perda de atividade inibitéria sobre ambas as enzimas. Para a DNA girase, a
perda de atividade resultante do procedimento de simplificacdo estrutural, foi menos
evidente (1,5 vezes) se comparada a enzima Humana (10 vezes), permitindo
concluir que YacG atua por mecanismos distintos no processo de inibicado destas

enzimas.

A acao de YacG, bem como a de seus analogos peptidicos sobre a atividade
da Topoisomerase Illa humana, complementam os resultados obtidos por
SENGUPTA e NAGAJARA (2008) e VOS e colaboradores (2014). Estes autores

citam que YacG atua como um inibidor especifico de DNA girase, 0 que nao é
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verdade, uma vez que os resultados ora apresentados sdo bem conclusivos em
relagao a inibicado da Topoisomerase lla Humana. YacG e seus peptideos derivados,
nao so6 inibiram a atividade de Topoisomerase lla Humana, como o fizeram com

maior eficiéncia, quando comparado a DNA girase.

5.13. Estudos de interagao por Anisotropia de Fluorescéncia

Conforme ja descrito detalhadamente, a DNA girase é formada por quatro
subunidades proteicas, sendo duas GyrA e duas GyrB. A forma ativa da enzima
consiste, portanto em um heterotetramero A;B, (MAXWELL, 1993).

Estudos mostram que a proteina YacG é um inibidor da DNA girase (VOS et
al., 2014), atuando diretamente na subunidade GyrB da enzima. Nesse contexto,
utilizando a proteina YacG como modelo para a obtencédo dos peptideos em estudo,
buscou-se investigar qual a subunidade envolvida na interacéo, tanto da proteina
YacG, como dos peptideos que apresentaram inibigdo da atividade da DNA girase

nos ensaios de eletroforese.

Uma abordagem para avaliar esta interagdo é a observacéo de fluorescéncia
extrinseca por anisotropia de fluorescéncia. Esta técnica envolve a marcacdo de
proteinas de interesse com um fluoréforo repérter e o monitoramento da polarizagao

da fluorescéncia das proteinas marcadas em solugéo.

O fluoréforo presente na proteina possui vetores de absor¢cdo e emissao
alinhados em diregbes especificas relativas a suas estruturas moleculares. Desta
forma, quando um fluoréforo é excitado com luz plano-polarizada, a emissao
resultante também é plano-polarizada, porém nao necessariamente na mesma
direcdo da excitacdo. Para uma molécula fluorescente em solucdo e,
consequentemente, em rotacao difusiva livre, a luz emitida pode adotar todas as
dire¢des de polarizacado possiveis, ja que as moléculas estarao orientadas de forma
aleatdria e dinamica. Esta amostra quando excitada com uma luz polarizada em uma
determinada direcao, e a polarizacao da luz fluorescente total sendo medida, obter-
se-ia a média de um enorme numero de orientagbes dindmicas, ou seja, uma luz
com baixo grau de anisotropia, porém tais variagcbes podem indicar interacédo de uma

molécula marcada com um ligante de interesse.
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Ha fenbmenos que podem afetar o nivel de anisotropia de fluorescéncia de
um fluoréforo, um deles esta relacionado com o tamanho efetivo da molécula
marcada, ja que a anisotropia desta € tanto menor quanto mais rapida é a
velocidade de rotacdo da molécula, porque esta velocidade ¢é diretamente
proporcional a quantidade de orientacbes que o fluoréforo adota durante o tempo de
medida. Como resultado o grau de anisotropia emitido pelo fluoréforo é
inversamente proporcional a sua velocidade de rotagcédo e diretamente proporcional
ao seu tamanho molecular, ja que moléculas maiores possuem rotagdes mais lentas.
Este principio possibilita monitorar a formagdo de complexos entre moléculas
marcadas e ligantes potenciais, pois o complexo resultante tera dimensdes
moleculares maiores e consequentemente uma rotacdo mais lenta e uma emisséo
mais anisotropica, comparada a molécula marcada livre. O segundo fendmeno
envolve a mobilidade local do fluoréforo, em uma escala temporal muito menor ao
efeito anterior. A interagdo da molécula marcada com o ligante de interesse pode
alterar a mobilidade local do fluoréforo com consequéncias para a anisotropia de
emissao deste, de forma analoga ao efeito descrito acima. Consequentemente,
ambos os fendmenos irdo contribuir para o nivel de anisotropia de fluorescéncia da

molécula marcada.

Para maximizar a observacédo da anisotropia de fluorescéncia, ao se analisar
a interacao entre duas proteinas, pode-se marcar com o fluoréforo a proteina de
tamanho menor, pois assim, ao formar-se o complexo, a redu¢ao de sua velocidade
de rotagdo sera maior que no caso inverso. Neste caso, escolheu-se a proteina
YacG e os peptideos derivados como moléculas para marcagao, ja que a massa
molecular destes, € bem menor que a massa molecular de qualquer uma das

subunidades da enzima DNA girase.

Na marcacao de YacG e respectivos peptideos foi utilizado FITC, seguindo as
condi¢cbes do fornecedor, no qual a marcagao completa resulta da razdo molar entre
fluoréforo/peptideo dada pela equacao descrita em Métodos. Tal razao deve estar
entre 0,3 e 1, sendo que valores menores resultam em perda de sinal e valores
acima resulta em elevados desvios na leitura de fluorescéncia. Sendo assim para os
ensaios de anisotropia de fluorescéncia escolheu-se as fragcbes com razao molar

dentro destes valores (Tabela 12).
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Tabela 12. Fracbes escolhidas dos peptideos marcados com FITC.

Proteina/Peptideo Fragao Razao molar F/P

YacG 3 0,87
YacGAG1 4 0,31
YacGAG4 3 0,35
YacGAG5 1 0,49

Uma vez confirmada a derivatizagado dos peptideos o ensaio de anisotropia
de fluorescéncia pbde ser realizado. Inicialmente, 500 nmol.L™" de YacG marcada foi
misturado a quantidades crescentes de GyrA ou GyrB (em nmol.L™") e a anisotropia

de fluorescéncia medida (Aexc = 495 Nm € Aemis = 515 nm)

A Figura 52 mostra que houve um aumento da anisotropia quando YacG foi
titulada com quantidades crescentes de GyrB. Em relagdo a GyrA, a anisotropia
permaneceu praticamente constante. Isso evidencia a ligacdao de YacG a GyrB,
resultado que corrobora os resultados obtidos por SENGUPTA e NAGAJARA
(2008).

Figura 52. Analise da formagéo de complexos de YacG com GyrA e GyrB por anisotropia de
fluorescéncia. Uma amostra de 500 nmol.L™ de YacG marcada com FITC foi titulada com

GyrA e GyrB e a anisotropia de fluorescéncia medida (Aex.= 495 nm € A= 515 nm).
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Fonte: Elaborada pelo autor
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Por outro lado, o peptideo YacGAG1 (que compreende a regido zinc-finger de
YacG) ndo demonstrou nenhuma interacdo com nenhuma das subunidades da DNA
girase, como pode ser observado pela constancia nos valores de anisotropia, com o
aumento da concentragdo das subunidades GyrA e GyrB (Figura 53). De certa
forma, este resultado contradiz dados recentes que comprovam a participacdo do
dominio zinc finger de YacG (mantido em YacGAG1) no processo de interagdo com
a subunidade B da DNA girase (VOS et al., 2014). Provavelmente, a simplificagao
estrutural relativa ao design do peptideo, resultou em uma estrutura mais rigida,
devido a auséncia da regido C-terminal, reconhecidamente desestruturada e flexivel
de YacG. Com isso, este peptideo ndo foi capaz de interagir com a enzima,
independentemente da subunidade, e consequentemente nao inibindo-a, como

demonstrado nos ensaios de inibicao de atividade da DNA girase.

Figura 53. Andlise da formagdo de complexos de YacGAG1 com GyrA e GyrB por
anisotropia de fluorescéncia. Uma amostra de 500 nmol.L™" de YacGAG1 marcada com FITC
foi titulada com GyrA e GyrB e a anisotropia de fluorescéncia medida (Aexce= 495 nm e A=
515 nm).
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Fonte: Elaborada pelo autor

Curiosamente, o peptideo YacGAG4, incapaz de coordenar ao ion zinco, por

ter os residuos de cisteina substituidos por serina, apresentou interagdo com a
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subunidade GyrA de DNA girase (Figura 54). Mesmo com a mudanga pontual nos
residuos de cisteina, esperava-se que, perdesse a capacidade de interagir com a
enzima ou ao menos mantivesse a capacidade de interagir com a subunidade GyrB,

tal como a proteina nativa.

Com a substituicdo dos residuos de cisteina, a capacidade de coordenagao
ao zinco foi perdida e o dominio zinc finger desfeito na molécula de YacGAG4. Além
disso, os residuos de serina inseridos em substituicdo a cisteina, tornou o peptideo
mais hidrofilico, com menor rigidez estrutural, o que deve ter promovido sua

interacdo com GyrA.

Figura 54. Andlise da formagdo de complexos de YacGAG4 com GyrA e GyrB por
anisotropia de fluorescéncia. Uma amostra de 500 nmol.L™" de YacGAG4 marcada com FITC
foi titulada com GyrA e GyrB e a anisotropia de fluorescéncia medida (Aexce= 495 nm e A=
515 nm).
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Fonte: Elaborada pelo autor

Esta interacdo, corrobora os resultados obtidos nos estudos de inibigdo da
atividade da DNA girase. YacGAG4 foi capaz de inibir a atividade da DNA girase, a

uma concentragdo de 100 umol.L™", resultado ndo observado para YacGAG1. Em
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YacGAG4, o dominio zinc finger foi desfeito, o que deve ter favorecido as interagdes

com a subunidade GyrA, resultando em inibigdo da atividade da DNA girase (Figuras

41 e 42),

No caso do peptideo YacGAGS5, os dados resultantes da anisotropia,
diferentemente daqueles obtidos para YacG, YacGAG1 e YacGAG4, mostraram
grandes variagdes durante a titulagdo com GyrA ou GyrB (Figura 55). Porém, uma
linha de tendéncia polinomial reflete variagdes crescentes para ambas subunidades,

indicando interagdes tanto com GyrA quanto com GyrB.

Figura 55. Analise da formacdo de complexos de YacGAG5 com GyrA e GyrB por
anisotropia de fluorescéncia. Uma amostra de 500 nmol.L™" de YacGAG5 marcada com FITC

foi titulada com GyrA e GyrB e a anisotropia de fluorescéncia medida (Aexce= 495 nm e A=

515 nm).
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Fonte: Elaborada pelo autor

YacGAG5, assim como o peptideo YacGAG4, foi desenhado, considerando a
substituicido dos quatro residuos de cisteina. Diferentemente de YacGAG4, os
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residuos de cisteina, foram substituidos por alanina, um aminoacido mais
hidrofébico que a serina, mas que igualmente desfaz o dominio zinc finger. Esta
diferencga de hidrofobicidade, comparativamente a YacGAG4, fez de YacGAG5, um
peptideo com capacidade de interagdo com ambas proteinas GyrA e GyrB, o que

resultou em inibicdo da atividade da DNA girase (Figuras 41 e 42).

Os ensaios de anisotropia de fluorescéncia ndo foram estendidos para os
peptideos YacGAG6 e YacGAGS, pois estes n&o inibiram a atividade da DNA girase.
Um eventual estudo de anisotropia, poderia resultar em um comportamento
semelhante aquele obtido para YacGAG1, pois ambos, apesar de terem substituidos
parcial ou totalmente os residuos de cisteina, o tiveram por residuos de histidina,
reconhecidamente capaz de coordenar ions zinco e consequentemente preservar o
dominio zinc finger que, aparentemente & responsavel pela falta de atividade
inibitéria, por incapacidade de interacdo com qualquer que seja a subunidade da

enzima.

5.14. Avaliagcao da acao bacteriostatica dos analogos peptidicos de YacG por

ensaio de susceptibilidade bacteriana em meio liquido.

Para uma avaliagdo da acao bacteriostatica dos analogos peptidicos de
YacG, utilizou-se o método de micro diluicdo em caldo como descrito em Métodos.
Para isso, amostras dos peptideos, a 100 pmol.L™ foi incubada com bactérias do
tipo gram-negativa e positiva em uma placa de 96 pocos contendo caldo Mueller
Hinton em incubadora e realizou-se leituras a 625 nm no periodo de 5 e 16 horas
afim de fazer uma triagem inicial para posteriormente aqueles que apresentarem

atividade serem submetidos aos ensaios de CMI.

A Figura 56 mostra a porcentagem de crescimento bacteriano durante um

periodo de incubacao de 5 horas com os respectivos peptideos ensaiados.

E possivel observar que no periodo de incubacdo, os peptideos YacGAG4,
YacGAG5 e YacGAG7, reduziram ou retardaram de modo consideravel o
crescimento bacteriano, ao qual nado ultrapassam de 30% quando comparado ao

controle de crescimento positivo, exceto no caso de YacGAG4 e YacGAG7 onde
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para a bactéria gram-negativa E. coli O157:H7 (EHEC) o crescimento foi de
aproximadamente 60 e 45% respectivamente, mas ainda sendo um resultado

consideravel.

Para uma melhor visualizagdo, os dados representados na Figura 56, foi
também plotado em um grafico da porcentagem de inibicdo do crescimento (Figura
57).

Figura 56. Ensaio de susceptibilidade bacteriana em meio liquido com os peptideos
YacGAG4, YacGAG5 e YacGAG?7 incubados a 5 horas (100 pymol.L"). (Negativo): Caldo
Mueller Hinton; (Positivo + cipro): Caldo Mueller Hinton + in6culo de bactérias +
ciprofloxacino (5 umol.L™"); (YacGAG4, YacGAG5 e YacGAG7): Caldo Mueller Hinton +

inéculo de bactérias + os respectivos peptideos. Volume final 100 uL, leitura a 625 nm.

Porcentagem do crescimento bacteriano quando incubadas com os
analogos peptidicos de YacG (5horas)

100 1 m Staphylococcus aureus
90 | W Streptococcus agalactiae
u Klebsiella pneumoniae
80 W Escherichia coli 0157:H7
70 A

60 A

% de crescimento
u
o
l

40 -
30 -
20 A
10 A
0 . .
negativo positivo + positivo YacGAG4 YacGAG5 YacGAG7
cipro

r
controles + analogos peptidicos de YacG

Fonte: Elaborada pelo autor
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Figura 57. Porcentagem de inibicdo do crescimento bacteriano pelos analogos peptidicos

com 5 horas de incubagéo.
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Aqui é possivel observar claramente que os peptideos utilizados neste ensaio,
inibem o crescimento bacteriano de forma muito consideravel, sendo que todos
conseguem inibir mais de 70% do crescimento, exceto para E. coli O157:H7 (EHEC)
como citado anteriormente. O peptideo que obteve maior sucesso em inibir o
crescimento bacteriano foi YacGAG5 que além de conseguir inibir mais de 70% do
crescimento de todos os microrganismos, obteve a maior atividade contra

Staphylococcus aureus, no qual inibiu mais de 90% de seu crescimento.
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Para o periodo de 16 horas de incubagado, os resultados mostram que os
microrganismos apresentaram um crescimento acima dos 50% na escala de
porcentagem, exceto Streptococcus agalactae e Klebsiella pneumoniae na presenga
de YacGAGS5 (Figura 58). Diante disto € possivel notar que o periodo de incubagao
mais longo proporcionou aos microrganismos dobrar, ou até triplicar seu
crescimento, quando comparado com o periodo de 5 horas, a exemplo de
Staphylococcus aureus que apresentou anteriormente um crescimento entre 10 a
20% na escala e quando se submeteu a um tempo maior de incubagado conseguiu

triplicar seu crescimento, chegando a quase 80% na escala.

Figura 58. Ensaio de susceptibilidade bacteriana em meio liquido com os peptideos
YacGAG4, YacGAG5 e YacGAG7 incubados a 16 horas (100 pymol.L™"). (Negativo): Caldo
Mueller Hinton; (Positivo + cipro): Caldo Mueller Hinton + inoculo de bactérias +
ciprofloxacino (5 umol.L™"); (YacGAG4, YacGAG5 e YacGAG7): Caldo Mueller Hinton +

inéculo de bactérias + os respectivos peptideos. Volume final 100 uL, leitura a 625 nm.

Porcentagem do crescimento bacteriano quando incubadas com os
analogos peptidicos de YacG (16 horas)
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Fonte: Elaborada pelo autor
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A inibicdo do crescimento pelos pelo analogos peptidicos de YacG como
observado na Figura 59 varia aproximandamente de 30 a 70% na escala. YacGAGS5,
assim como na leitura realizada a 5 horas de incubagdo, obtém a maior
porcentagem de inibicdo do crescimento, seguido de YacGAG4 e YacGAG7 que
dentre estes teve a menor influencia na inibicdo do crescimento quando comparado

aos demais.

Figura 59. Porcentagem de inibicdo do crescimento bacteriano pelos analogos peptidicos

com 16 horas de incubagao.
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5.15. Estudos de Modelagem e Dinamica Molecular

A estrutura cristalografica de coédigo PDB ID 4TMA apresenta auséncia de
diversos residuos e atomos. Desta forma, € estritamente necessaria a reconstrucao
das sequéncias para um posterior estudo de interagcao dinadmica. Apds a realizagao
desta etapa, foi realizado procedimento de simulacdo de dinamica molecular,
envolvendo a variagdo de temperatura do sistema. A temperatura, neste caso,
exerce um efeito de aumento da mobilidade dos residuos e das moléculas de agua e
ions presentes no sistema, introduzindo uma desestabilizagcdo do complexo, porém,
sem 0 seu rompimento. Assim, pode-se obter um modelo representativo das
interacdes entre os residuos posicionados na interface do complexo e, além disso, o
mesmo pode ser utilizado como um padrdo comparativo para avaliar os residuos e
respectivas posi¢gdes que contribuem de forma mais significativa para a formagao e
manutengdo do complexo GyrB-YacG. Por outro lado, enquanto a fase inicial de
incremento de temperatura aumenta a energia cinética das moléculas, promovendo
a desestabilizacdo do complexo, a segunda etapa, de diminuicdo, permite
restabelecer interacbes mais efetivas a medida que a energia cinética do sistema
decresce. Interacbes que s&o menos significativas apresentardo uma menor
tendéncia a serem refeitas e, portanto, apresentam pouca probabilidade de
permanecerem ao longo do processo de simulagdo. Além disso, esta abordagem
tende a forcar a saida do complexo de um estado de minimo energético local e
alcangar um estado final mais proximo de um minimo global, resultando em um

modelo mais criterioso para avaliagao das interagdes.

Como salientado no item Métodos, a analise da trajetéria obtida a partir do
estudo de simulagdo permitiu identificar quatro grupos (clusters) mais
representativos, cuja variagcao entre as estruturas do complexo dentro de cada grupo
apresenta uma variacdo de RMSD de até 0,2 A. Posteriormente, foram selecionados
quatro complexos, um representativo para cada cluster identificado, e submetidos a
um estudo para avaliar a contribuicdo, em termos energéticos, de cada residuo, na

manutengdo do complexo respectivo, através do servidor DrugScore PPI.

Verifica-se, a partir destes resultados (Figura 60), que o residuo lle47 € o que

contribui de forma mais significativa no processo de interagdo, seguido pelos
125



residuos Arg46 e Trp40, enquanto Glu33 apresenta bem pouca contribuigdo ou
mesmo pode contribuir negativamente para a afinidade. Este tipo de avaliagao torna-
se muito util para planejar novas sequéncias. Mediante a mutacéo in silico e novas
simulacdes, € possivel planejar de forma mais racional novas sequéncias mais

promissoras para inibir a GyrB de E. coli.

Figura 60. Diferenca de variagdo da energia livre de interagao, obtida através da simulagéo
de dindmica molecular aplicando-se o protocolo de alanine scanning, a partir do complexo
formado pela proteina YacG com a subunidade GyrB de E. coli. Apenas os residuos
envolvidos na interagao e, portanto, localizados na interface do complexo, sdo analisados.
Quanto maior mais positivo o valor, maior € a contribuigdo do residuo no processo de
interacdo molecular. Os resultados sdo agrupados em clusters (grupos) de conformacdes

estruturais que apresentam um RMSD < a 0,2 Angstrons.
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6. CONCLUSOES

e Os métodos utilizados para clonagem e expressdao de YacG recombinante,
assim como os métodos utilizados para a sintese de seu analogos peptidicos
foram eficazes, ndo apresentando grandes dificuldades na obte¢cdo dos

produtos finais

e A titulagdo com ions Co*® é um procedimento adequado para o estudo de
coordenacdo de ions Zn*?, uma vez que este ijon apresenta muito das

propriedades desejaveis de uma sonda espectroscopica.

e O ion Zn™ em YacG deve coordenar com quatro grupos SH pelo modo
tetraédrico, como demonstra o numero de bandas do espectro UV-visivel,
atribuidas a trés transicbes d-d que caracteriza uma esfera de coordenacio

tipo Cys4.

e YacG de K. pneumoniae nao apresentou niveis de inibicdo da atividade de
DNA girase comparaveis a proteina de E. coli. Esta diferenga de atividade pode
estar relacionada com a tag de histina que permaneceu na proteina,
conduzindo a mesma a uma estruturacdo diferente e consequentemente

reducao de atividade.

e YacG nédo é um inibidor especifico da DNA girase, pois atua com grande

eficiéncia na inibicdo da Topoisomerase lla humana.

e A inibigdo da Topoisomerase lla humana pela YacG (5 umol.L™") foi 10 vezes
mais eficiente comparada a DNA girase (50 umol.L™"), uma contradico ao fato
de que drogas antibacterianas inibem topoisomerases de procariotos em
concentracdes entre 100 e 1000 vezes menor que no caso de enzimas de

eucariotos, os alvos preferenciais das drogas anticancer.

e Os analogos e fragmentos peptidicos projetados a partir da estrutura primaria
de YacG, se mostraram eficazes na inibigado tanto da atividade de DNA girase,

quanto Topoisomerase lla humana.
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O dominio contendo os sitios de ligagcao de Zn*? na proteina YacG, por si so,

nao esta relacionado com o processo de inibicdo da atividade da DNA girase.

Diferentemente da proteina YacG, o processo de inibicdo da atividade da
DNA girase pelo peptideos YacGAG4 ocorre pela interagdo com a

subuniddae GyrA da enzima.

O dominio zinc finger foi desfeito em YacGAG4 e YacGAG5 o que favoreceu
as interagbes com as subunidades da DNA girase, e consequentemente a

inibicdo da atividade enzimatica.

Da mesma forma que a proteina YacG, os peptideos YacGAG4, YacGAG5 e
YacGAG7, demonstraram inibicdo da ativdade de Topoisomerase lla humana

porém a niveis comparaveis a DNA girase.

O peptideo YacGAG7, estruturalmente desordenado, aparentemente é o
melhor inibidor para ambas enzimas DNA Girase e Topoisomerase lla

humana (50 pmol.L™ cada).

YacGAG?7, formado pela regido C-terminal de YacG (G38-Q65), contém os
residuos 147, R46 e W40, aminoacidos que contribuem de forma mais
significativa para o processo de interacdo com a DNA Girase, segundo os

estudos de Bioinformatica.

Os analogos peptidicos de YacG, exibem atividade bacteriostatica, podendo
inibir o crescimento de microrganismos procariotos tanto os gram-negativos,
quanto os gram-positivos, podendo estes ser utilizados como agentes

antimicrobianos.

Os resultados descritos, sugerem uma nova classe de inibidores de DNA

girase, com interagdo com a subunidade GyrA da enzima.

Os peptideos derivados de YacG sdo um bom ponto de partida para uma
compreensao mais aprofundada do mecanismo de inibicdo da atividade da
DNA girase por YacG, bem como no desenvolvimento de novos inibidores

peptidicos de DNA girase e Topoisomerase lla humana, com potencial para
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serem utilizados como agentes antimicrobianos e antitumorais,

respectivamente.
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7. PERSPECTIVAS

Diante dos resultados aqui apresentados, surgem perspectivas para a
continuagdo do mesmo e investigacdo de do mecanismo de acéo de tais peptideos

sintéticos de YacG. Sendo assim desenvolvendo novos trabalhos com vista a:

e Investigar a agcdo dos peptideos sintéticos e YacG contra a atividade de
outras DNA topoisomerases;

¢ Investigar o potencial anti-cancerigeno dos peptideos sintéticos de YacG;

o Desenvolver mecanismos para elucidar a agcao bacteriostatica dos mesmos;

e Sugerir novos peptideos baseados nas analises de Bioinformatica.
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