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RESUMO

O uso de novas tecnologias para o desenvolvimento de medicamentos
constitui uma estratégia promissora no campo da biotecnologia. Nesse sentido,
peptideos com efeito antimicrobiano, produzidos por plantas, animais e
microrganismos estao sendo utilizados como modelos para o desenvolvimento de
novos medicamentos com aplicagdes em saude. Resultados promissores tém sido
obtidos em relagdo a inibicdo da atividade das enzimas bacterianas DNA girase e
topoisomerase |V por derivados peptidicos de toxinas bacterianas, comprovados em
ensaios in vitro. Porém, ensaios in vivo ndao demonstraram reprodutibilidade,
basicamente devido a baixa permeabilidade da célula bacteriana a estes compostos.
Desta forma, o objetivo deste projeto consiste em aplicar sistemas eficientes para
promover o acesso de moléculas peptidicas sintéticas derivadas de toxinas
bacterianas, ao meio intracelular e, consequentemente, aos seus alvos
intracelulares: as enzimas DNA girase e/ou topoisomerase [|V. Com isso,
pretendemos solucionar a barreira técnica em que se encontram as aplicagcbes

dessa classe de biomoléculas como precursores de novos agentes antibacterianos,

0 que certamente causaria um importante avango nas pesquisas desenvolvidas pelo

grupo.

Palavras-chave: Peptideos, Toxina CcdB, CcdBdp1, Lipossomas, SPFS.
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1. INTRODUCAO

O combate a doencas infecciosas vem sendo o objetivo de muitos estudos
atuais ja que as mesmas estdo entre as principais causas de morte da populagao
humana. Este fato ocorre, em grande parte, pelo surgimento de microrganismos
multirresistentes aos antibiéticos existentes no mercado, muitas vezes relacionados
com o uso intensivo ou inadequado dos mesmos, ocasionando a selegdo de

microrganismos patdgenos resistentes.

Como o surgimento de resisténcia bacteriana € um processo dindmico e sua
contencdo depende de diversas medidas socio-politico-econbmicas, torna-se
fundamental a busca por novos compostos que possam atuar como novos farmacos

a serem utilizados no combate as doencas infecciosas (TROVATTI, 2006).

Neste contexto, algumas toxinas encontradas em organismos vivos tém sido
reveladas como uma grande promessa para alcangar estes objetivos. Existem varios
exemplos de medicamentos cuja origem é direta ou indiretamente relacionada a
fontes bioldgicas. Peptideos produzidos por plantas, animais (vertebrados e
invertebrados) e microrganismos, como uma estratégia de autoprotegao, atualmente
estdo sendo utilizados como modelos para o desenho de novos farmacos com

aplicagdes na area da saude (REECE & MAXWELL, 1991; TROVATTI et al., 2008).

A toxina bacteriana CcdB constitui um exemplo importante da riqueza quimica
e biolégica associada a antibiéticos de origem natural com potencial consideravel, a
qual exerce sua funcdo sobre um grupo de enzimas alvo denominadas DNA
topoisomerases (GERDES et al., 2000). CcdB é um peptideo de 101 residuos de

aminoacidos de 11,7 kDa que possui a propriedade de cessar o crescimento
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bacteriano através de um mecanismo no qual a enzima DNA girase esta envolvida

(KATO et al., 1990).

Neste sentido, nosso grupo ja vem atuando na sintese quimica de fragmentos
peptidicos analogos da toxina CcdB, bem como o emprego dos mesmos como
miméticos em estudos estruturais e em estudos de interacdo envolvendo as enzimas

bacterianas DNA girase e topoisomerase V.

1.1. DNA Topoisomerases: Girase e Topoisomerase IV

Presentes tanto em organismos procarioticos como eucarioticos, as DNA
topoisomerases tém fungdes essenciais a viabilidade celular. Sdo responsaveis por
alteracdes topologicas no DNA essenciais ao metabolismo celular (LOHNER,

STAUDEGGER, 2001).

Elas fazem modificagdes topoldgicas no DNA relacionadas aos processos
envolvidos na divisao celular pela indugéo de quebras em simples ou dupla fita na
cadeia de DNA. As enzimas que clivam apenas uma fita do DNA sao definidas como
de tipo |, subdivididas em tipos IA e IB; as que clivam as duas fitas do DNA séao
classificadas como de tipo Il, subdivididas em tipos IIA e IIB. Ambas as enzimas
bacterianas utilizadas neste trabalho, DNA girase e DNA topoisomerase IV, sao

topoisomerases do tipo IlA.

A DNA girase € um membro das topoisomerases do tipo IIA encontradas
somente em células bacterianas, descoberta em Escherichia coli por Gellert e
colaboradores em 1976, sendo responsavel por controlar um processo bastante
especifico durante a replicagdo do DNA nas células. Esta classe de enzima difere de
todas as demais topoisomerases por ser a unica capaz de introduzir super-hélices

negativas no DNA (REECE & MAXWELL, 1991; WIGLEY,1995).
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Como a DNA girase € encontrada somente nos organismos procariotos, sua
importédncia como alvo de agentes antimicrobianos € indiscutivel. A caracteristica
unica apresentada por esta classe de enzimas torna viaveis estudos de interacéo e
inibicdo enzimatica através da analise da migracédo das diferentes formas do DNA,

quando submetidas a um campo elétrico.

Em 1990, Kato e colaboradores descobriram uma enzima homéloga da DNA
girase, denominada topoisomerase IV. No entanto, estas enzimas diferem-se em um
aspecto fundamental: a DNA girase liga o DNA ao redor de si mesma, enquanto a
topoisomerase IV ndo. Assim sendo, com a descoberta da topoisomerase |V, tornou-
se evidente que a DNA girase n&o é o unico alvo intracelular efetivo para os diversos

agentes terapéuticos.

1.2. A toxina CcdB

Sistemas toxina-antitoxina (sistemas TA), também conhecidos como sistemas
de morte celular pds-segregacional, sdo responsaveis pela permanéncia de certos
plasmideos apds a replicacdo da célula, incluindo plasmideos responsaveis por
viruléncia e resisténcia a antibiéticos. O sistema TA é composto de dois genes, dos
quais um que codifica uma toxina e outro que codifica seu antidoto. Como a
antitoxina normalmente € mais susceptivel a agdo de proteases que sua toxina
correspondente, esta ultima continua ativa mesmo nas células-filhas que néo
receberem seu plasmideo. Quando o plasmideo que contém os dois genes do
sistema TA nao é transferido a célula-filha, a toxina herdada da célula-mae causa a

morte da célula (HAYES, 2003).
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Um exemplo claro de sistema toxina-antitoxina € o que ocorre no plasmideo
F, presente em procariotos. O sistema TA contido no plasmideo F, denominado ccd
(de coupled cell division), é formado pelos genes ccdB e ccdA, que expressam a
toxina CcdB e sua instavel antitoxina CcdA, respectivamente. In vivo, a antitoxina
CcdA é responsavel por suprimir a atividade inibitéria da toxina CcdB (HIRAGA et

al., 1986; VAN MELDEREN, 2002).

A toxina CcdB €& uma proteina
dimérica, sendo que cada um dos
mondémeros de 11,7 kDa é composto por
uma sequéncia de 101 residuos de

aminoacidos, formando uma estrutura de

uma folha beta de cinco fitas beta

antiparalelas e uma folha beta menor de

trés fitas antiparalelas, ligadas a uma alfa-
Figura 1. Estrutura esquematica da forma
hélice C-terminal, conforme mostra a ativa da toxina CcdB (LORIS et al., 1999).

Figura 1 (LORIS et al., 1999).

O principal mecanismo de agao da toxina CcdB consiste em cessar a diviséo
celular pela inibicdo da atividade da DNA girase da célula bacteriana, de uma forma
similar as quinolonas. Tanto as quinolonas quanto CcdB inibem a enzima e causam
consequente bloqueio da transcrigao. Entretanto, a regido de ligagao da DNA girase
com CcdB é diferente da regido de ligagdo da enzima com as quinolonas, o que abre
espaco para o desenvolvimento de uma nova classe de drogas baseadas na
interagcdo das topoisomerases com CcdB ou seus derivados peptidicos (VAN

MELDEREN, 2002; TROVATTI et al., 2008).
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1.3. Peptideos derivados de CcdB

Novas substancias com atividade terapéutica, até alguns anos atras, eram
produzidas, praticamente por meio de abordagens empiricas e basicas, uma vez que
0s novos compostos eram geralmente sintetizados ou obtidos a partir de fontes
naturais e testados in vitro e in vivo, de forma randomizada. Esta abordagem, por
sua vez, necessita de quantidades significativas de produtos para os testes
biolégicos, levando a necessidade da realizacdo de sinteses ou extragcbes por
repetidas vezes, tornando todo o processo demorado e muito trabalhoso

(MARQUARDT & EIFLER-LIMA, 2001).

Uma promissora metodologia para agilizar os estudos e desenvolvimento de
novas substancias com atividade biolégica € a sintese de peptideos. Atualmente os
peptideos representam uma pequena fatia com grande potencial de crescimento no
mercado de medicamentos, o0 que torna muito promissora essa classe de

compostos.

Ha um enorme interesse por esta classe de compostos, sendo que
metodologias de isolamento, analise, purificacdo, identificacdo e quantificacéo,

passaram a ser sistematicamente estudadas e aprimoradas.

A sintese de moléculas idénticas ou analogas as naturais (derivados
estruturais com algumas modificagdes pontuais) permite a realizagdo de estudos
fisiologicos, quimicos, fisicos, farmacoldgicos, bioquimicos e clinicos de grande parte
dos peptideos biologicamente ativos conhecidos até o presente momento

(MACHADO et al., 2004).

Neste sentido, nosso grupo vem atuando na sintese quimica de fragmentos

peptidicos analogos da toxina CcdB, bem como o emprego dos mesmos como
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miméticos em estudos estruturais e em estudos de interagdo envolvendo as enzimas

bacterianas DNA girase e topoisomerase V.

Um dos derivados de CcdB que vem demonstrando grande potencial
terapéutico é o CcdBdp1 (DELFINO, 2011, p. 67), um peptideo de 36 residuos de
aminoacidos, sendo dois deles o espacgador flexivel acido €-aminocapraico, utilizado
para dar mobilidade as regides sintetizadas. Este peptideo contém os residuos de
aminoacidos fundamentais para a interacdo com a DNA girase (W99, G100 e 1101),
incluindo os residuos que constituem a alfa-hélice (S87-F98), um segmento
importante para a formagao da estrutura do dimero de CcdB (M68-P72) e uma
extremidade N-terminal com uma beta-sheet (M1-K9) (BAHASSI et al., 1995; LORIS

et al., 1999).

A unica modificagao feita em relagdo aos segmentos originais de CcdB foi a
substitui¢cdo da serina 70 da toxina por uma cisteina, modificagao esta que possibilita
a obtencgao de dimeros sintéticos através da formacéao de ligagdes covalentes do tipo
dissulfeto (-S-S-) entre duas moléculas do mesmo peptideo em meio ligeiramente
basico na presenga de oxigénio. A Figura 2 mostra a comparagao por alinhamento

entre as sequéncias peptidicas da toxina CcdB e do peptideo CcdBdp1.

'MQFKVYTYKRESRYRLFVDVQSDIIDTPGRRMVIPLASARLLSDKVSRELY’" CcdB
'MOFKVYTYK® . . . . . . . . ...z CcdBdpl

**PVVHIGDESWRMMT TDMASVPVSVIGEEVADLSHRENDIKNAINLMFWGI'®" CcdB
MMTTDMACVPV® . . z?'.  ?’ENDIKNAINLMFWGI’® CcdBdpl

Figura 2. Alinhamento das sequéncias da toxina CcdB e do peptideo CcdBdp1. Destacada, a

substituicdo da serina (S70) por uma cisteina. Z = acido e-aminocaproico.

Resultados promissores tém sido obtidos em termos da capacidade de

inibicdo da atividade das enzimas DNA girase e topoisomerase |V, envolvendo o
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peptideo CcdBdp1. In vitro, os valores de concentragao para inibigao total (IC1q)
foram bastante satisfatérios, principalmente na inibicdo da atividade da
topoisomerase IV, o0 que é algo inédito na literatura. Porém ensaios in vivo ndo tém
sido reprodutiveis, basicamente devido a baixa permeabilidade da membrana celular
bacteriana a estes miméticos. Isso nos motivou a utilizar este peptideo como

elemento central deste trabalho.

1.4. Lipossomas

Lipossomas podem ser definidos como estruturas esféricas constituidas de
uma ou mais bicamadas fosfolipidicas, contendo agua tanto em seu interior quanto
em seu exterior. Podem variar de 0,02 a 10 ym em diametro, e sdo normalmente
compostos de colesterol e fosfolipideos naturais ou sintéticos, podendo também

incluir lipoproteinas (DRULIS-KAWA et al., 2010).

O uso de lipossomas é muito comum atualmente como carreadores para
farmacos, tanto na industria farmacéutica quanto na industria cosmética. Além da
funcdo carreadora, os diversos aspectos fisico-quimicos dos lipossomas permitem
modificar suas caracteristicas farmacocinéticas e farmacodindmicas. Como
exemplos de modificagées que podem ser feitas sao a alteragao das moléculas dos
lipidios e suas proporgoes, tamanho do lipossoma, a carga na sua superficie,
sensibilidade ao pH e a temperatura e a fluidez da membrana lipossomal. (DRULIS-

KAWA et al., 2010).

Segundo Tan et al. (2010), entre as possiveis vantagens de sistemas de
liberagao controlada (drug delivery systems) na terapia com peptideos e proteinas,
temos o aumento da solubilidade, melhor distribuicdo no organismo, liberagao

controlada do farmaco, além da possibilidade de desenvolvimento de terapias-alvo



17

focadas em determinados tecidos. Além disso, com o desenho adequado do sistema
pode-se reduzir efeitos colaterais indesejaveis, especialmente pelo uso de sistemas
de liberacdo controlada, que atenuam os picos de concentracdo plasmatica do

farmaco.

Sendo assim, o advento da nanotecnologia tornou possivel o
desenvolvimento de materiais e sistemas que possibilitam sua aplicacdo as mais
variadas condi¢gbes. A aplicagdo de materiais poliméricos biodegradaveis ou de
origem natural (técnicas bastante conhecidas) para propositos médicos tem
demonstrado ser uma tendéncia mundial. Com isso é possivel a utilizacdo destas
tecnologias como ferramenta para possibilitar a mobilidade das moléculas peptidicas
com potencial terapéutico promissor, com o objetivo principal de desenvolvimento de
novas familias de moléculas com grande capacidade antibacteriana e reduzida

toxicidade as células eucaridticas.
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2. OBJETIVOS

O objetivo central do trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana do analogo

peptidico da toxina CcdB denominado CcdBdp1.

Para atingir este objetivo, pretende-se com este trabalho:

e Sintetizar o peptideo CcdBdp1.

e Purificar e caracterizar o analogo por CLAE (HPLC) e espectrometria de
massas.

e Realizar ensaios in vitro por eletroforese para testar a atividade inibitéria do
analogo frente as enzimas bacterianas DNA girase e topoisomerase |V.

e Determinar a concentragao inibitéria minima (CIM) do analogo peptidico frente
a cada uma das enzimas.

e Encapsular o analogo peptidico em sistema lipossémico.

e Realizar ensaios in vivo em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,

utilizando o analogo associado aos lipossomas.
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3. MATERIAIS

3.1. Reagentes e solventes

e Resina Fmoc-lle-Wang com grau de substituigcdo inicial de 0,15 mmol/g -
Novabiochem®.

e Aminoacidos com grupamento N-terminal protegido com o grupo base-labil
Fmoc (9-fluorenilmetiloxicarbonila) - Novabiochem®.

e N-Hidroxibenzotriazol (HOBt) - Novabiochem®.

e Acetonitrila grau HPLC, obtida da Tedia Brazil®.

e Acido acético glacial e piperidina Merck®.

e Agua deionizada obtida pelo sistema de ultrafiltragéo Barnstead®.

e Diclorometano (DCM) e éter etilico adquiridos da Qhemis®.

e N,N’-Diisopropilcarbodiimida (DIC) e acido trifluoroacético (TFA) obtidos da
Fluka®.

e N,N-Dimetilformamida (DMF) - Synth®.

e Extrato de lecitina de soja rico em fosfatidilcolina (~40%) - Fluka®.

e Etanoditiol (EDT), Anidrido acético, octadecilamina (estearilamina), La-
fosfatidilcolina (99%), La-palmitoil-glicerol (98%), colesterol (95%), obtidos da
Sigma-Aldrich®.

e Fenol e tioanisol, obtidos da Acros®.

e Hexafluoroisopropanol obtido da J.T.Baker®.

3.2. Equipamentos

e Sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em modo analitico:
cromatégrafo Varian ProStar, equipado com coluna C18 Jupiter Phenomenex

5 um, 300 A, de dimensdes 250 x 4.6 mm. O equipamento é composto por
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duas bombas modelo 210, injetor automatico ProStar 400, detector UV/Visivel
modelo ProStar 320 e integrador Star, todo controlado por uma workstation
para manipulagao e tratamento dos dados.

Espectrdmetro de massas Bruker® lonTrap modelo Amazon SL equipado com
workstation TrapControl para obtencédo dos dados.

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

Banho de ultrassom Sonics Vibra-Cell®.

Espectrofotdmetro de duplo feixe Shimadzu® modelo UV-1601PC, controlado
por uma workstation Dell®.

Espectrofluorimetro Varian® modelo Cary Eclipse, controlado por uma
workstation Dell®, tendo instalado o software Cary Eclipse para aquisicdo e
manipulagcédo de dados.

Sistema de cromatografia por exclusdo molecular com coluna empacotada
Sephadex G-25.

Leitor espectrofotométrico de microplacas Biotek®, modelo Epoch.
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4. METODOS

4.1. Sintese, caracterizacédo e purificacdo do analogo peptidico

A primeira sintese de peptideos em fase sdlida foi feita em 1901 por Emil
Fischer, que é considerado o fundador da quimica de peptideos, tendo cunhado o
termo peptideo. Ao longo do século XX, diversos avangos ocorreram até o
estabelecimento das atuais metodologias de sintese em fase sélida, incluindo a

sintese FMOC, a mais utilizada atualmente (MERRIFIELD, 1997).

A sintese de peptideos em fase sélida (SPFS) se baseia na ligagédo covalente
do primeiro aminoacido da sequéncia em um suporte polimérico sdlido, insoluvel e
quimicamente estavel. Trata-se de um processo ciclico de desprotecdo do fim da
cadeia, lavagem, acoplamento do proximo residuo de aminoacido, seguido de nova
lavagem (Figuras 3 e 4). A vantagem da técnica em relacdo a reacbes em meio
liquido reside na facilidade em remover, através das lavagens que sao feitas apds
cada reacdo, quaisquer reagentes em excesso utilizados, deixando apenas a cadeia
do peptideo que esta sendo formado, ligada a resina (WELLINGS; ATHERTON,

1997).

Desprotecao

20 min Lavagem

Lavagem 120 min

Acoplamento

Figura 3. Ciclo da sintese em fase sélida.
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Figura 4. Esquema ilustrativo da SPFS. Os circulos representam os residuos de aminoacidos. Os
tridangulos representam os protetores das diferentes cadeias laterais reativas dos aminoacidos.

A sequéncia peptidica do analogo CcdBdp1 (Figura 5) foi sintetizada
manualmente pelo método de sintese em fase solida (STEWART; YOUNG, 1984;
LLOYD-WILLIAMS; ALBERICIO; GLIRALT, 1997; AMBLARD et al., 2005) de acordo
com o protocolo padréao que emprega o grupamento base-labil Fmoc como protetor
dos a-amino grupos e derivados t-butilicos (t-bu) para protecdo das cadeias laterais

dos residuos de aminoacidos trifuncionais.

'MQFKVYTYK-Z-MTTDMACVPV-Z-ENDIKNAINLMFWGI>®

Figura 5. Estrutura primaria do peptideo CcdBdp1. Z = acido e-aminocaproico.

A resina de partida foi uma resina de Wang com o primeiro aminoacido da
sequéncia (lle) previamente incorporado e com grau de substituicado inicial de 0,15

mmol/g, usando diisopropilcarbodiimida (DIC) e 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) como
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agentes de condensagdo. Na etapa de acoplamento de cada aminoacido, foi
empregado um excesso molar de trés vezes em relagdo a quantidade inicial de
resina, tanto para Fmoc-aminoacidos quanto para os agentes de condensacgéo,
reagindo em uma mistura de diclorometano/dimetilformamida (DCM/DMF 1:1 v/v) por
um periodo de 2 horas. A desprotecao dos grupos a-amino (remog¢ao do grupo base-
labil Fmoc) apds o acoplamento de cada aminoacido foi realizada empregando-se

uma solugéo a 20% de piperidina em DMF.

A eficiéncia das etapas de acoplamento de cada aminoacido foi monitorada
pelo teste de ninidrina (KAISER et al., 1970) e, quando positivo (presenga de amino

grupos livres), o processo foi repetido com 50% da quantidade inicial dos reagentes.

A acetilacdo, quando necessaria, foi feita com anidrido acético e
diisopropiletiiamina (DIEA) (10 equivalentes cada) em DMF, por 30 minutos. A
clivagem final dos peptideos das respectivas resinas e a desprotecdo dos grupos
protetores das cadeias laterais foi efetuada pelo tratamento das respectivas peptidil-
resinas com uma solugédo de clivagem contendo TFA (94,5%), agua deionizada
(2,5%), EDT (2,5%) e TIS (0,5%), a 25°C por 3 horas. O peptideo obtido apds a
clivagem foi precipitado e lavado com éter dietilico gelado e centrifugado (seis
vezes), dissolvido em solugdo aquosa de acido acético 10% e liofilizado. A
purificacao foi feita em sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em
modo semi-preparativo (conforme descrito anteriormente), com gradiente linear de
componente organico (acetonitrila; agua; 0,04% TFA) variavel, com fluxo de 2,0
mL/min e deteccdo a 220 nm. A cromatografia em escala analitica foi feita com
equipamento de CLAE conforme descrito no item 3.3, com um gradiente linear de 5
a 95% de solvente B (A: agua, 0,045% TFA; B: ACN, 0,036% TFA) em 30 minutos,

fluxo de 1,5 mL/min e deteccdo a 220 nm.
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A caracterizacao do produto apds purificagao foi realizada para confirmagao e
identificacdo dos picos com massa molecular correspondentes aos valores teoricos

dos mesmos, empregando espectrometria de massas (LC/MS-ESI).

4.2. Preparo dos lipossomas

Explorou-se nesse trabalho a elaboragéo de lipossomas do tipo SUV, os
quais foram feitos com diametro médio de 100 nm. Para tal, foi utilizada a
metodologia descrita por Breukink et al. (2000), modificando-se a composigao
utilizando como principal componente um fosfolipidio, no caso a fosfatidilcolina, e
como segundo componente, a estearilamina, um agente de carga que permite

proporcionar uma superficie catidnica ao lipossoma.

A massa de fosfatidilcolina utilizada foi de 80 mg, adicionando-se 3% do
agente de carga (m/m). Em seguida dissolveu-se o conteudo em 1000 uL de
cloroférmio em um tubo de ensaio. A partir dessa solugao distribuiu-se 250 uL a
quatro tubos de ensaio distintos (essa divisdo da solugao visa apenas minimizar o
erro de pesagem, garantindo que pelo menos trés filmes formado eram equivalentes,
sendo o ultimo tubo descartado). O solvente foi evaporado lentamente, sob fluxo de
nitrogénio, possibilitando a formagao de um filme lipidico fino nas paredes do tubo.
Posteriormente, o solvente residual foi eliminado sob vacuo por aproximadamente
18 horas. Em seguida, foi adicionado a um dos filmes formados, 1 mL de tampao
Tris.HCI, 10 mmol/L, pH 7,0; para promover a hidratacdo da fase lipidica. E
importante ressaltar que para os lipossomas contendo peptideo, esta etapa de
hidratacdo da fase lipidica foi feita utilizando o mesmo tampao, contendo peptideo
na concentragao adequada. Para conseguir o desprendimento total do lipideo das

paredes do tubo, foram feitas agitagdes suaves (manualmente), alternadas com
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agitacbes vigorosas (mecanicamente em agitador tipo vortex), obtendo desta
maneira uma suspensdo de vesiculas multilamelares grandes (MLV). Para sua
conversdao em SUV, as MLV foram submetidas a extrusao de 30 ciclos, utilizando um
extrusor equipado com membrana de policarbonato com poros de 100 nm de

didmetro.

4.3. Determinacé&o da eficiéncia de encapsulagéo pelos lipossomas

Para determinagcdo da eficiéncia de encapsulacédo das preparagdes de
lipossomas, foram injetados 500 puL de solugdo da amostra de lipossomas SUV
formados apds extrusdo, em uma coluna Sephadex-G25 média (Amersham
Biosciences®) e foram eluidos com tampao Tris.HCI, 10 mmol/L, pH 7,0; sob fluxo de
aproximadamente 2 mL/minuto. Fragbes de 1,0 mL foram coletadas e lidas no
espectrofotometro em 220 nm. As duas fragcbes de maior absorbancia foram
juntadas e liofilizadas. Posteriormente, 2 mg do material liofilizado foram pesados
em tubo “eppendorf’, adicionando 1 mL de metanol para rompimento das vesiculas.
A seguir, empregando-se uma curva analitica padrdo de peptideo em metanol, foi
determinada a concentracdo do peptideo que havia sido encapsulado pelo
lipossoma, utilizando-se absorbancia a 220 nm. Foi utilizada como branco da analise
a amostra lipossoma isentos de peptideos (extrusionados apenas com tampéo) e
submetidos ao mesmo tratamento. A partir da concentracdo do peptideo, da massa
total de lipossoma contido na solugdao e da massa inicial de peptideo utilizada para
preparacdo dos lipossomas, foram determinadas as respectivas eficiéncias de

encapsulacao para cada formulagao. Os resultados foram realizados em duplicata.
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4.4. Determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM) in vitro

- Ensaio de inibicdo da atividade da DNA girase:

Os estudos para avaliagcédo da inibicdo da atividade de superenovelamento do
DNA promovido pela DNA girase foram realizados de acordo com o protocolo

abaixo:

Uma unidade (U) de DNA girase é incubada com 0,5 ug de plasmideo
pBR322 relaxado e o analogo peptidico CcdBdp1 em concentragdes variadas, em
um volume de reacao de 30 uL, a 37°C por 60 minutos em tampao de ensaio. A
reacao foi interrompida pela adicdo de 3 uL de solugcdo de SDS 2%, e incubacao a
60°C por 2 minutos. Apdés o fim da reacdo, foram adicionados 15 puL de STEB
(sacarose 20%, Tris-HCI 0,05 mol.L™" pH 7,5, EDTA 0,05 mol.L™", azul de bromofenol
50 pg/ml) e 60uL de uma mistura contendo cloroformio/alcool isoamilico (24:1 viv). A
mistura resultante é entdo centrifugada a 12000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante

€ utilizado para a realizagao da analise posterior.

Em seguida, as amostras provenientes do sobrenadante da centrifugagédo séo
submetidas a analise por eletroforese em gel de agarose 1% em tampéo TBE (Tris
89mM / acido bérico 89mM / EDTA 2mM, pH 8.2). As amostras sao aplicadas uma a
uma nos pogos do gel e submetidas a tensdo constante de 60V, a temperatura
ambiente, por aproximadamente 2 horas. Ao término da corrida, o gel € corado
durante 30 minutos em tamp&o de corrida contendo brometo de etidio a 50 mg/mL.
O gel é entdo examinado e fotografado em transiluminador de luz ultravioleta (Alpha

Innotech®).
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- Ensaio de inibicdo da atividade da topoisomerase IV:

Em contraste a DNA girase, que possui atividade maior no
superenovelamento negativo do DNA, a topoisomerase |V atua preferencialmente no
relaxamento do DNA superenovelado positivamente, bem como no processo de
desencadeamento do DNA. Assim, é evidente que a topoisomerase |V desempenha
também importante papel no processo de replicagdo e que a DNA girase nao deve

ser o unico alvo intracelular efetivo para os diversos agentes terapéuticos.

Os ensaios para avaliagao da inibicao da atividade da topoisomerase |V sao
realizados incubando-se 1 unidade (U) de topo IV com 0,3 ug de plasmideo pBR322
superenovelado contendo cada um dos analogos peptidicos nas concentragdes
variadas, em um volume de reagao de 30 uL, a 37°C por 240 minutos (4 horas) em
tampao de ensaio. A reacao foi interrompida pela adi¢gao de 3 pL de solugao de SDS
2%, incubando-se a 60°C por 2 minutos, e posterior adicdo de 15 yL de STEB
(sacarose 20%, Tris-HCI 0,05 mol.L™' pH 7,5, EDTA 0,05 mol.L™", azul de bromofenol
50 pg/ml) e 60 pL da mistura cloroférmio/alcool isoamilico (24:1 v/v). A mistura
resultante € entdo centrifugada a 12000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante &
utilizado para a realizagdo da analise posterior. Por fim, as amostras sdo submetidas
a analise por eletroforese em gel de agarose, nas mesmas condi¢cdes descritas para

os ensaios com DNA girase.

Os ensaios de eletroforese descritos sao realizados com o intuito de
determinar as concentragdes inibitérias minimas do analogo peptidico frente as duas
enzimas, DNA girase e topoisomerase |V, resultados estes que sdo comparados

com os valores encontrados para a molécula de CcdB natural.
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4.5. Determinacado da CIM em meio liquido (perspectivas futuras)

De acordo com os protocolos utilizados atualmente no laboratério, a atividade
antimicrobiana dos peptideos encapsulados em lipossomas sera avaliada em
duplicata por um ensaio de inibicdo de crescimento em meio liquido, descrito por
Ehret-Sabatier e colaboradores em 1996. Resumidamente, 30 pL de uma solucéo de
CcdBdp1 encapsulado em lipossoma s&o adicionados a 30 yL de uma suspenséao de
bactérias em 240 pL de meio de cultura LB, contida em uma microplaca para leitura
espectrofotométrica. Apds adicdo das amostras peptidicas, a placa € incubada por 6
horas em estufa a 30°C, sob agitacdo constante. O crescimento bacteriano é entao

medido através de um leitor espectrofotométrico de microplacas a 595 nm.

A porcentagem de inibicdo de crescimento bacteriano de cada uma das
diferentes amostras sera determinada através de uma analise comparativa com
amostras controles presentes na mesma placa, sendo o controle negativo composto
de 240 pL de PB, 30 uL de solugao 5 umol/L de ciprofloxacina em agua e 30 pL de
suspensao de bactérias e o positivo de 30 pL de suspensao bacteriana e 270 pL de
PB. As suspensdes de bactérias utilizadas nos testes sdo preparadas inoculando
cada uma das diferentes bactérias em agar nutriente, incubando-se overnight a
37°C. Apds o periodo de incubacgéo, as bactérias sdo ressuspendidas em NaCl 0,9%
(m/v) e a concentragao de células ajustada para 1 mL de suspenséo (0,5 McFarland)
para cada 100 mL de meio de cultura, gerando uma suspensao celular da ordem de

10° UFC/mL.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Sintese e purificacédo do peptideo CcdBdp1l

O peptideo CcdBdp1, analogo da toxina CcdB, foi sintetizado manualmente
através do método de sintese em fase solida, de acordo com o protocolo padrao que
emprega o grupamento base-labil Fmoc como protetor dos a-amino grupos, e
derivados t-butilicos (t-Bu) para a protegdo das cadeias laterais de residuos de

aminoacidos trifuncionais.

A peptidil-resina resultante da sintese foi submetida ao processo de clivagem
conforme descrito anteriormente. A solucao resultante foi liofilizada e submetida a
analise por CLAE em escala analitica, nas condicdes descritas anteriormente, a fim
de se obter o perfil bruto. Apds essa etapa, purificou-se o peptideo por CLAE em
escala semi-preparativa, coletando-se fracbes de 1,0 mL. Essas fragdes foram
analisadas novamente em escala analitica, nas mesmas condi¢cbes, a fim de se
determinar quais das fragdes representavam o peptideo CcdBdp1 o mais puro
possivel. Os perfis dos cromatogramas do peptideo no seu estado bruto e apos

purificacdo estao representados na Figura 6.

| CcdBdp1 Bruto CcdBdp1 Puro
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Figura 6. Cromatogramas obtidos em escala analitica para o analogo peptidico CcdBdp1 antes

(amostra bruta) e apds purificagao (amostra pura).
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Ap6s a purificagdo, o peptideo foi submetido a caracterizacdo por
equipamento de CLAE acoplado a espectrdmetro de massas (LC/MS-ESI), onde se

verificou que a fragao isolada correspondia a estrutura desejada (Figura 7).

CcdBdp1
PMiesrico: 424313 g/mol  PMgssdo: 4247 g/mol
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Figura 7. Espectro de massa do peptideo CcdBdp1.

5.2. Ensaios de inibicdo enzimatica

Para testar a agao inibitéria dos peptideos na atividade de topoisomerases, os
peptideos foram avaliados em relagdo a atividade inibitéria sobre o
superenovelamento do DNA catalisado pela DNA girase e ao relaxamento do DNA

pela topoisomerase IV.

5.2.1. Ensaios de inibicdo da atividade da DNA girase

A atividade inibitéria dos derivados de CcdBdp1 foi testada partindo-se de
concentragdes decrescentes a fim de se determinar a concentragdo minima inibitoria
que produz completa inibicdo enzimatica (IC1qp). A Figura 8 representa o perfil de

eletroforese correspondente a inibicdo da DNA girase frente a este peptideo.
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Relaxado —

Superenovelado —

Figura 8. Inibicdo do superenovelamento do DNA pelo CcdBdp1. Linha 1: plasmideo pBR322
relaxado. Linha 2: pBR322 relaxado e DNA girase na auséncia do CcdBdp1. Linhas 3 a 7: pBR322
relaxado, DNA girase e CcdBdp1 nas concentragdes de 200, 100, 50, 25 e 12,5 pmoI.L'1.

A 1Cyp0 para o anadlogo CcdBdp1 foi determinada a partir de uma
concentragado relativamente alta em comparagdo com outros analogos peptideos
derivados do CcdB desenvolvidos pelo grupo de pesquisa em estudos paralelos. De
acordo com a Figura 8, a inibicdo total somente foi observada a 200 umol.L™" (linha
3), 0 que corresponde a 85 pg.mL'1.

Este valor pode parecer um tanto quanto alto. No entanto, a inibicdo total da
atividade da DNA girase pela toxina CcdB em seu estado natural somente é atingida
a uma concentracdo de 100 ug.mL™" (BERNARD et al., 1993). Isso indica que o
analogo CcdBdp1 consegue inibir a acdo desta enzima em uma concentragdo menor
que o CcdB natural, mesmo possuindo uma cadeia de aminoacidos 64% menor. Isto

€ uma grande vantagem para a aplicabilidade deste peptideo para fins comerciais.

5.2.2. Ensaios de inibicao da atividade da topoisomerase IV

Os ensaios realizados nesta fase tiveram como objetivo avaliar o efeito
inibitério dos peptideos sobre a atividade da topoisomerase IV, ou seja, no
relaxamento do DNA plasmidial superenovelado (pBR322).

Poucos trabalhos até o momento citam inibidores especificos para a agao de

topoisomerase |V e, particularmente, quase nada se conhece em relagao ao efeito
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da toxina CcdB frente a essa classe de enzimas, ja que os inibidores conhecidos
para DNA girase somente faziam efeito na inibicdo da topoisomerase IV em
concentracdes muito altas.

Com base nessas informacgdes, a inibicdo do efeito desta enzima na presenca
de CcdBdp1 foi analisada por eletroforese em gel de agarose de acordo com o
procedimento ja descrito (item 4.4). O perfil de eletroforese da topoisomerase IV com

o analogo CcdBdp1 pode ser observado na Figura 9.

1 2 3 4 5 6 7T 8

Relaxado ——

Superenovelado —

Figura 9. Inibicdo do relaxamento do DNA pelo CcdBdp1. Linha 1: plasmideo pBR322
superenovelado. Linha 2: pBR322 superenovelado e topoisomerase IV na auséncia do CcdBdp1.
Linhas 3 a 8: pBR322 superenovelado, topoisomerase IV e CcdBdp1 nas concentragbes de 50, 25,
12.5,6,3 € 1 umol.L™.

Através dos resultados obtidos nesta eletroforese observou-se na linha 2 a
atividade da topoisomerase |V devido ao relaxamento do DNA superenovelado. Nas
linhas 3 a 8 observou-se a inibicdo da atividade de enzima na presenca de CcdBdp1
em todas as concentragdes testadas, pois ndo houve o relaxamento do DNA. Neste
caso, 0 IC1g0 de CcdBdp1 frente a topoisomerase IV é menor que 1 ymol.L™, valor
bem inferior aquele determinado para a DNA girase (entre 200 e 100 pmol.L™).

Este valor de IC4yo para topoisomerase IV é surpreendente, visto que esta
muito abaixo inclusive do mais potente inibidor ja descrito na literatura, a albicidina,

cujos valores chegaram a 0,5 pg/mL (HASHIMI et al., 2007).
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Este resultado de inibigdo aliado aquele de inibicdo da DNA girase, permite
estipular em relacdo a dupla atividade deste peptideo, capaz de inibir as duas
topoisomerases bacterianas em concentragdes relativamente baixas. Esta
propriedade faz deste peptideo um candidato promissor a ser empregado como

farmaco no combate a acao bacteriana.

5.3. Desenvolvimento e caracterizagéo de lipossomas

Foram preparados lipossomas do tipo SUV de 100 nm por evaporagao de
solvente seguida de extrusdo, conforme descrito no item 4.2. Apos sua preparagao,
o didmetro dos lipossomas foi determinado por espalhamento dinamico de luz e,
posteriormente, foi avaliada a eficiéncia de encapsulacao do peptideo CcdBdp1, por

cromatografia de exclusao molecular.

5.3.1. Diametro dos lipossomas por Espalhamento Dinamico de Luz
(Dynamic Light Scattering)

A técnica de espalhamento dinamico de luz fornece o tamanho de goticulas
de esferas monodispersas diluidas, porém quando o sistema € concentrado ou
polidisperso ou ambos, a interpretacdo fica dificultada devido a interacdes
interparticulas (LYKLEMA, 1991; LAWRENCE et al., 2000; ABOOFAZELI et al.,
2000). A elevada viscosidade de alguns sistemas também pode conduzir a erros
experimentais na determinagdo do tamanho de goticulas (ABOOFAZELI et al.,
2000), em razao de que a técnica é fundamentada no movimento Browniano das
goticulas em dispersao (ORTHABER e GLATTER, 2000). Logo, as medidas
realizadas para a determinagdo de tamanho para lipossomas foram diluidas com
agua Milli-Q ultra-pura. Os graficos representados nas Figuras 10 e 11 mostram o

diametro dos lipossomas com e sem peptideo encapsulado, respectivamente.
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Unimodal Results Summary
Repts. Mean P.L Diff.Coef Counts/s Baseline Overflow
(nm) (m?/s) Error
Regt.1 1069 0.083 4 50e-12 4 FiBe+0s 0.01% a
Rept 2 1121 0.052 4 35812 4. 71e+0a 0.05% a
Regt 3 11149 0.036 438812 4 Bae+05 0.03% a
Ayerage 110+ 144 | 00590022

Figura 10. Lipossoma sem peptideo encapsulado com diametro médio de 111,0 nm.

*As diferentes curvas representam repeticdes do mesmo ensaio.

Intensity

Unimodal Results Summary

Repti Mean Pl Diff.Coef Counts/s Baseline Overflow
(nm) (mé/s) Error
Rept.1 1320 0182 3Me12 4.82e+05 0.02% ]
Rept.2 137 0160 372e-12 4 Bde+05 0.18% i
Rept.3 137 0126 372e-12 4 B0e+05 -0.01% i
Lyerage 1315+ 016 | 0156+ 0023

Figura 11. Lipossoma com peptideo encapsulado com diametro médio de 131,8 nm.

*As diferentes curvas representam repeticdes do mesmo ensaio.
De acordo com estas figuras € possivel verificar que o encapsulamento do

peptideo aumenta o diametro médio dos lipossomas. Os lipossomas sem peptideo

apresentaram tamanho meédio de 111,0 nm enquanto que, os lipossomas com
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peptideo apresentaram aumento de tamanho de diametro de para 131,8 nm, o que
indica a encapsulacado do peptideo no lipossoma, fazendo a vesicula aumentar de

tamanho.

5.4. Estudos de eficiéncia de encapsulacédo de CcdBdpl em lipossomas
do tipo SUV

Conforme descrito anteriormente, foram preparados lipossomas com cerca de
100 nm de diametro através do método de extrusdo. No entanto, ndo havia uma
metodologia confiavel a ser utilizada em nosso laboratério, com o intuito de avaliar a
eficiéncia de encapsulacao de peptideos em lipossomas. Sendo assim, uma nova
metodologia foi proposta a partir deste trabalho, que se utiliza de um sistema de
CLME equipado com coluna Superdex™ Peptide (Pharmacia Biotech®), a qual
possibilitou a separagao eficiente e reprodutivel de lipossomas contendo peptideo
encapsulado, do peptideo livre que ainda sobrou em solugao, isto €, que nao foi
encapsulado.

Para validagdo dos resultados obtidos através das fragdes recolhidas apés
realizacdo da separacado na coluna SuperdexT'V| , uma curva analitica foi tracada
utilizando solucdes de diferentes concentracbes de CcdBdp1 em solugdo tampao.
Essas amostras de diferentes concentracbes foram lidas em um aparelho de
fluorescéncia, com excitagao na faixa dos 290 nm e utilizando a emissao entre 300 e
500 nm. Os resultados obtidos para a curva padrdo encontram-se demonstrados na

Figura 12 e na Tabela 1.
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Figura 12. Curva analitica que representa os valores maximos de fluorescéncia (eixo X), e as

concentracgdes utilizadas de peptideo (CcdBdp1) em solugdo tampéo (eixo Y).

TABELA 1. Concentragdes utilizadas do peptideo em solugéo tampao

com suas respectivas quantidades maximas de fluorescéncia emitidas.

Méax. Fluorescéncia

[CcdBdp1] /uM (excit.: 290nm emiss: 300-500nm)

0 0
6,4 47,456
12,8 88,996
25,6 171,672

Depois de separadas as fragdes que eram recolhidas da coluna Superdex™
as fragbes que continham somente peptideo livre em solugéo eram lidas no aparelho
de fluorescéncia e, a partir desses dados, foi possivel encontrar o valor maximo de
fluorescéncia para cada amostra, as quais foram comparadas com a curva padrao,
encontrando-se assim a quantidade do peptideo que n&do era encapsulado no

lipossoma (Figura 13).
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Figura 13. Curva de fluorescéncia mostrando o maximo de fluorescéncia para uma solugdo de
concentragao 100 yM de CcdBdp1 (curva A), o maximo em fluorescéncia para uma das amostras
coletadas da coluna de cromatografia contendo somente peptideo livre (curva B) e o maximo de
fluorescéncia para uma amostra também coletada da coluna de cromatografia contendo somente

lipossomas com peptideos encapsulados no interior da vesicula (curva C).

Pode-se observar através da Figura 13 que a curva B realmente representa o
peptideo livre em solugdo que nao sofreu encapsulagéao, pois uma vez comparando
com a curva A, que representa solucio de peptideo a 100 uM, temos que a emissao
maxima de fluorescéncia ocorre no mesmo comprimento de onda, representando a
mesma substancia.

Também é possivel concluir que a concentragao do peptideo livre em solucao
que nao sofreu encapsulagcdo € menor do que a concentragao total adicionada no
inicio do processo para encapsulagdo (100 pM), uma vez que o maximo de
fluorescéncia para a curva B € menor do que o maximo de fluorescéncia para a
curva A.

Assim temos que a eficiéncia no processo de encapsulagao de CcdBdp1 em

lipossomas do tipo SUV de 100 nm de didmetro, € da ordem de 80%. Este valor é
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muito superior quando comparado com a eficiéncia obtida pela técnica de preparo
de lipossomas por sonicagéo anteriormente utilizada pelo grupo de pesquisa, a qual

era em torno de 15%.

5.5. Ensaios de inibicdo do crescimento bacteriano

Os ensaios de inibicao de crescimento bacteriano estédo sendo feitos de
acordo com o método descrito no item 4.5, utilizando Streptococcus agalactiae
(Gram positiva) e Salmonella Typhi (Gram negativa). Como esta etapa do trabalho

ainda esta em andamento, os resultados por ora obtidos ainda sdo inconclusivos.

Estamos desenvolvendo melhor o método destas analises para diminuir as
interferéncias na leitura das absorbancias das microplacas devido a degradagao dos
lipideos da composicao dos lipossomas, os quais acarretam em interferéncia na

absorbancia a 595 nm.
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6. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos nesse trabalho € possivel levantar as
seguintes conclusdes em relagao a sintese de peptideo em fase sélida e em relagao
a capacidade de inibicao da atividade de topoisomerases bacterianas:

* O novo anélogo derivado da toxina CcdB, o CcdBdp1, pode ser sintetizado
pela metodologia SPFS e purificado por CLAE com eficiéncia;

» CcdBdp1 apresentou atividade inibitéria da enzima DNA girase a uma
concentracdo entre 200 e 100 pmol.L™" e da enzima topoisomerase IV a uma
concentragdo abaixo de 1 pmol.L™.

Em relacdo ao desenvolvimento dos lipossomas tipo SUV, pode-se concluir
que:

* A técnica de espalhamento dinamico permitiu inferir que a presenca do
peptideo na formacgao dos lipossomas promoveu aumento de diametro da vesicula
de 111,0 para 131,8 nm, o que indica que o peptideo CcdBdp1 foi incorporado ao
lipossoma.

A partir da curva de -calibracdo estabelecida por espectroscopia de
fluorescéncia, pode-se concluir que:

A preparagdo de lipossomas do tipo SUV permitiu uma eficiéncia de
encapsulagéo na ordem de 80% para o peptideo CcdBdp1 a uma concentragdo de
100 pmol.L™", valor bem maior comparado com resultados anteriores obtidos pelo

grupo quando se utilizava de outra metodologia para producéo de lipossomas.
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