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RESUMO

O sistema ParE-ParD é um sistema Toxina-Antitoxina (TA) do tipo Il (composto por
duas proteinas) encontrado no plasmideo RK2 de uma gama de bactérias. A
antitoxina ParD (9kDa) € capaz de neutralizar a citotoxicidade da toxina ParE, pela
formacdo de um complexo estavel, e também € eficaz na auto-repressédo do operon
parDE. A toxina (12kDa) apresenta atividade citotoxica no processo de replicacédo do
DNA por interferir diretamente na acdo da DNA girase. Estudos prévios sugeriram
que a regido C-terminal da antitoxina € responsavel pelo processo de interacdo com
ParE. Embora esta toxina possa ser encontrada em um grande numero de
microrganismos, ainda apresenta mecanismos de citotoxicidade e funcdes celulares
a serem elucidadas. Neste contexto, este trabalho teve como objetivo a tentativa de
expressdo das duas proteinas ParE e ParD, bem como o design e a sintese de
peptideos analogos da antitoxina, para a realizacdo de estudos de interacdo
molecular, a fim de encontrar uma estrutura minima de ParD capaz de inativar a
funcdo toxica de ParE. Com base nas informacfes estruturais, obtidas por
modelagem e dindmica molecular, quatro sequéncias peptidicas analogas de ParD
foram projetadas e sintetizadas pela metodologia da fase sélida. As sequéncias
foram analisadas e purificadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia e
caracterizadas por espectrometria de massas. Os estudos de interacdo foram
realizados através de ensaios de cromatografia de afinidade e supressdo de
fluorescéncia. A fluorescéncia intrinseca de ParEAC2 foi suprimida pelos analogos
de ParD (ParDTB1, ParDTB3, ParDTB5 e ParDTB6), evidenciando a formacéo de
complexos estaveis entre as espécies, resultados confirmados pelos ensaios de
cromatografia de afinidade. Resultados semelhantes foram obtidos empregando a
proteina ParD obtida por expressao heterdloga. Com base nos resultados obtidos,
foi possivel concluir que o analogo ParDTB1 representa uma estrutura peptidica
minima com potencial para neutralizar o efeito da toxina ParE.

Palavras-chave: Peptideos. DNA girase. Sistema TA. Toxina ParE.



ABSTRACT

The ParE-ParD system is a toxin-antitoxin (TA) type Il module (composed of two
proteins) of the plasmid RK2 of a range of bacteria. The ParD antitoxin (9 kDa) is
able to neutralize the cytotoxicity of the ParE toxin by forming a stable complex and
is effective in the auto repression of the parDE operon. The toxin (12 kDa) exhibits
cytotoxic activity by blocking DNA replication, acting directly in the DNA gyrase
action. Previous studies have been suggest that the C-terminal region of the
antitoxin is responsible for the interaction process with ParE. Although this toxin can
be find in a large number of microorganisms, still have cytotoxicity mechanisms and
cellular functions to be elucidate. In this context, this work aimed at the expression of
ParE and ParD proteins, as well as the design and synthesis of antitoxin analog
peptides, to perform molecular interaction studies in order to find a minimum ParD
structure able to inactivate the toxic function of ParE. Based on the structural
information obtained by modeling and molecular dynamics, four analogous peptide
sequences of ParD were designed and synthesized by the solid phase methodology.
The peptide sequences were analyzed and purified by high performance liquid
chromatography and characterized by mass spectrometry. Interaction studies were
performed by affinity chromatography and fluorescence suppression assays. The
intrinsic fluorescence of ParEAC2 was suppressed by ParD analogs (ParDTB1,
ParDTB3, ParDTB5 and ParDTB6) addition, evidencing the formation of stable
complexes between the species, results confirmed by the affinity chromatography
assays. Similar results were obtained using ParD protein obtained by heterologous
expression. Based on the results obtained, it was possible to conclude that the
ParDTB1 analog represents a minimal peptide structure with potential to neutralize
the effect of the ParE toxin.

Keywords: Peptides. DNA gyrase. TA system. ParE toxin.
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1 INTRODUCAO

Nos dias atuais, as doencas infecciosas estdo entre as principais causas de
mortalidade da populacdo humana, o que pode ser explicado, em grande parte, pelo
surgimento de microrganismos multirresistentes aos medicamentos existentes no
mercado.

O inevitavel surgimento de resisténcia esta relacionado, na maioria dos casos,
ao uso intensivo ou inadequado desses compostos, 0 que resulta na selecdo de
patdgenos resistentes e tem gerado um grande problema relacionado a saude
publica.

Esses fatores tém motivado a busca por drogas cada vez mais potentes no
combate as doencas infecciosas (LOHNER; STAUDEGGER, 2001) e principalmente
estaveis aos mecanismos de resisténcia bacteriana. Assim, é de vital importancia, a
busca por substancias naturais ou sintéticas que exibam atividades antimicrobianas
especificas e, acima de tudo, que as exercam através de mecanismos de acao
alternativos aos antibiéticos disponiveis.

Neste contexto, as toxinas encontradas em organismos vivos sdo uma grande
promessa para alcancar estes objetivos. Dentre estas toxinas, a proteina bacteriana
ParE (JOHNSON et al.,1996), a qual exerce sua funcao citotoxica sobre um grupo
de enzimas denominado topoisomerases, constituiu um exemplo importante da
riqgueza quimica e bioldgica, potencial ao desenvolvimento de novas estratégias no

desenho de agentes antimicrobianos.

1.1 Topoisomerases

As topoisomerases constituem um grupo de enzimas que se tornou alvo
efetivo para varios agentes terapéuticos. Tais enzimas estdo presentes em todos os
tipos de células (REECE; MAXWELL, 1991). Estas enzimas catalisam mudancgas
topologicas no DNA, imprescindiveis ao metabolismo e, portanto, para a viabilidade
celular (WANG,1985).

Estas enzimas, com base em seus mecanismos de acao, podem ser divididas
em subfamilias. As topoisomerases do tipo I, que agem catalisando a quebra
transitoria de uma das fitas do DNA, girando uma das extremidades sobre a fita ndo

guebrada e reunindo as extremidades quebradas, aumentando em uma unidade o
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namero de ligacdo das fitas (Lk). As do tipo Il catalisam a quebra simultdnea das
duas fitas do DNA, reunindo-as posteriormente, aumentando o nimero de ligacao
das fitas em duas unidades (Figura 1). DNA girase e topoisomerase IV (Topo IV) sédo
exemplos de topoisomerases do tipo Il, que compartilham consideravel similaridade
na sequéncia de aminoacidos e atuam essencialmente do mesmo modo
(CHAMPOUX, 2001; NELSON; COX, 2011).

Figura 1- Numero de ligagdes, Lk. Em (A), observa-se apenas um ponto de ligagdo entre as
duas fitas sendo Lk=1, enquanto que em (B), nota-se a existéncia de seis pontos de ligacdo
entre as fitas gerando Lk=6

A B NNl \
7 N G N
) o < /4/
/ \ Ve &7
k=1
Lk=6

Fonte: Nelson; Cox (2011).
1.2 DNA Girase

A DNA girase € um classico representante das topoisomerases do tipo I,
descoberta por GELLERT e colaboradores em 1976, em Escherichia coli. Além de
compartilhar do mecanismo geral das topoisomerases, a DNA girase possui
caracteristicas especiais, que determinam sua habilidade Unica em introduzir super-
hélices negativas no DNA (MARCHETTO, 2006). Esta reacdo de superenrolamento
do DNA (torcdo da dupla hélice sobre seu proprio eixo) requer além de ATP, um
cation bivalente, tal como Mg®* (GELLERT et al., 1976; MAXWELL, 1992) e pode ser
estimulada pela presenca de espermidina (BELLON et al., 2004).

Estruturalmente, a DNA girase consiste de duas subunidades proteicas GyrA
e GyrB. Duas subunidades GyrA e duas subunidades GyrB formam um
heterotetramero do tipo GyrA,GyrB,, que constitui a forma ativa da enzima
(MAXWELL, 1993; WIGLEY, 1995; TRETTER; BERGER, 2012).

GyrA apresenta massa molecular de 97 kDa e pode ser dividida em dois
dominios (Figura 2), um N-terminal (64kDa), responsavel pela quebra e unido das

fitas do DNA e interacdo com quinolonas, e um dominio C-terminal (33kDa)
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responsavel pela ligagdo da enzima ao DNA (MAXWELL, 1992; MAXWELL, 1997;
NOLLMANN et al., 2007 TRETTER; BERGER, 2012).

GyrB tem massa molecular de 90 kDa e também apresenta dois dominios
(Figura 2). O sitio de interacao e hidrélise do ATP encontra-se no dominio N-terminal
(43kDa), enquanto que o dominio C-terminal esta envolvido no processo de
interagdo com a subunidade A e com o DNA. (MAXWELL, 1997; NOLLMANN et al.,
2007).

Figura 2 - Representacdo esquematica dos dominios estruturais de GyrA e GyrB.
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Fonte: Adaptado de Garcia (2010).

A girase atua catalisando a quebra simultdnea da dupla fita em uma molécula
de DNA, ocorrendo a passagem de outro segmento da mesma molécula através da
abertura e posteriormente a religagdo das fitas aumentando em duas super-hélices
negativas (Figura 3).

Esse processo € iniciado quando a girase envolve-se a um pequeno
segmento de DNA formando uma super-hélice positiva. Posteriormente uma
molécula de ATP liga-se a subunidade B, produzindo mudang¢as conformacionais na
enzima e rotacionando-a. GyrB dimeriza e captura um segmento de DNA

denominado T. A subunidade A simultaneamente catalisa a quebra nas duas fitas de
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outro segmento denominado G. A ligacdo da enzima no DNA forma um complexo
clivavel, de forma que, o DNA est4 ligado a enzima covalentemente por uma ligagcédo
na regiao 5 do DNA clivado no residuo de tirosina 122 da GyrA. O segmento T é
transportado pela abertura produzida no segmento G, apds esse processo as fitas
séo religadas. O segmento T que antes estava ligado a enzima € entdo liberado por
uma abertura transitoria na GyrA. A girase retorna a sua conformacéo original
através da hidrélise da molécula de ATP. (ROCA; WANG, 1992, SMITH; MAXWELL,
1998, GARCIA, 2010, BARBOSA et al., 2012).

Figura 3- Modelo esquematico de mecanismo de agcdo da DNA Girase
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Fonte: Adaptado de Marchetto (2006).

Um numero consideravel de compostos tem demonstrado efeito inibitério
sobre a DNA girase, dentre eles, as familias das quinolonas e das cumarinas tem
grande destaque (MAXWELL, 1992, 1993 e 1997), além de proteinas bacterianas



23

CcdB e ParE (COUTURIER et al., 1998; JIAN et al. 2002), e de seus peptideo-
derivados (TROVATTI et al., 2008; BARBOSA et al., 2012).

As perspectivas para o desenvolvimento de novos farmacos com acao
antibacteriana e antitumoral incluem o estudo aprofundado da ac&o das proteinas
naturais produzidas por microrganismos, incluindo as que tém como alvo as
topoisomerases bacterianas, dentre as quais se encontra a toxina ParE, que
conjuntamente a antitoxina ParD, constitui 0 denominado sistema toxina-antitoxina

bacteriano ParD-ParE.

1.3 Sistemas Toxina-Antitoxina

Sistemas toxina-antitoxina (TA) sao importantes modulos genéticos formados,
basicamente, por dois elementos, sendo uma toxina e uma antitoxina. Em células
que exibem crescimento normal, a toxina é neutralizada pela antitoxina. Contudo,
em varias condicfes as antitoxinas sdo rapidamente degradadas por proteases ou
RNases, dependendo da sua natureza, deixando, dessa forma, as toxinas livres para
agir sobre seus alvos com resultante efeito toxico para a célula (BARBOSA et al.,
2014; HAYES, 2003).

Amplamente difundidos em organismos procariéticos, os sistemas TA foram
descobertos inicialmente em plasmideos como um mecanismo de manutencao
destes fragmentos de DNA extracromossomais. Posteriormente, também foram
encontrados nos cromossomos de bactérias e arqueobactérias, atuando em outros
eventos celulares importantes, tais como a morte celular programada, formacéao de
biofilmes, protecdo contra bacteriéfagos, reparacdo do DNA cromossomal e resposta
a condigOes de estresse (PAGE; PETI, 2016; PANDEY; GERDES, 2005).

No caso do processo de morte celular programada, os sistemas TA exercem
uma funcdo essencial na manutencdo dos plasmideos, em virtude da sua
capacidade em matar ou inibir o crescimento de uma célula filha que nédo recebe
uma coépia do plasmideo durante o processo de divisdo celular (PANDEY; GERDES,
2005). Apos a diviséo celular, cada célula filha devera herdar alguns dos complexos
toxina-antitoxina do citoplasma. Se uma célula filha ndo herda uma copia do
plasmideo, a sintese da antitoxina ndo € mais possivel (WILBAUX et al., 2007). Por

ser menos estavel, a antitoxina é degradada, resultando na liberacdo da toxina, que
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ficara livre para agir no seu alvo e exercer a sua fungdo, inibindo um determinado
processo celular, consequentemente levando a célula a morte (Figura 4).
Assim, os moédulos TA sao entidades genéticas que estdo diretamente

envolvidas na regulacéo do crescimento celular em procariotos.

Figura 4 - Representacdo do sistema de morte celular programada
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Fonte: Adaptado de Buts et al. (2005).

Em termos classificatérios, de acordo com a natureza da antitoxina e do seu
modo de interacdo com a toxina, os sistemas TA estdo distribuidos em 6 tipos
(PAGE; PETI 2016), sendo que, os tipos II, IV, V e VI, a toxina e a antitoxina séo
duas proteinas (tipos | e lll, a antitoxina € um RNA). Nestes casos, a antitoxina é
uma proteina instavel degradada por uma protease ATP-dependente, enquanto a

toxina é uma proteina estavel que inibe um processo celular essencial, tal como a
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replicacdo do DNA ou a sintese proteica (Figura 5). Essa diferenca de estabilidade,
e a meia vida in vivo das duas proteinas € a chave para a funcionalidade dos
sistemas TA (DAO-THI et al., 2000).

Figura 5 - Sistemas TA. As toxinas estao representadas em laranja e a antitoxinas em azul.
No sistema TA tipo | a antitoxina € um RNAs capaz de se ligar a0 mRNA da toxina,
resultando na inibicdo da traducdo via Rnase Il ou pela ocultacdo da sequéncia Shine-
Dalgarno. No tipo Il, tanto a antitoxina como a toxina sdo proteinas, neste caso, a antitoxina
se liga a toxina inibindo a sua atividade; neste sistema a antitoxina sozinha assim como a
formacdo do complexo pode ligar-se ao operon e reprimir a transcricdo. Em caso de stress
celular, proteases séo liberadas e clivam as antitoxinas, deixando as toxinas livres para inibir
a traducédo ou replicacdo. Tipo Ill: assim como no | a antitoxina € um RNA, no entanto, ela
forma pseudos “nés” que se ligam diretamente a toxina e inibem a traducdo. No tipo IV a
antitoxina estabiliza os filamentos bacterianos, na sua auséncia a toxina desestabiliza-os
inibindo a divisdo celular. No tipo V a antitoxina € uma Rnase especifica para o0 RNA
mensageiro da toxina; sob condi¢des de stress a antitoxina é degradada por uma toxina do
tipo 1l resultando na traducéo da toxina do tipo V, que leva a lise da membrana. Tipo VI: A
antitoxina forma o complexo com a toxina e sdo degradadas por ClpXp, em caso de stress a
antitoxina € degradada e a toxina inibe a replicacdo do DNA
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Um exemplo de sistema TA do tipo Il, é o sistema ParE/ParD, identificado no
plasmideo RK2 de uma gama de procariotos, sendo ParE (103 aminoé&cidos) a
toxina e ParD (83 aminoacidos) a antitoxina (Figura 6). ParD € capaz de neutralizar
a acao de ParE pela formacao de um complexo estavel. Em contraste com a maioria
dos sistemas TA, que requerem o complexo para a regulagcdo negativa completa,
ParD sozinho € suficiente para a auto-repressao (DAVIS, et al.,, 1992). ParE,
apresenta atividade citotoxica no processo de replicacdo do DNA, por interferir na
acdo da DNA girase, possivelmente interagindo com uma das subunidades da

enzima, estabilizando o denominado “complexo clivavel” (JIANG et al., 2002).

Figura 6 - Estrutura primaria de ParE e de ParD de Escherichia coli (plasmideo RK2)

IMTAYILTTDAEADLRGIIRYTRKOWGTAQVRRYIARLEHGIADLAAGRGSFRDMSELFPE
LRMIHCEHHYVFCLPHGSAPALVVAIFHERMDLMARLSERLNIES105
ParE

IMSRLTIDMTDQQHQSLKALAALQGKTIKQYALERLFPGDADADQAWQELKTMLGNRI
NDGLAGKVSTKSVGEILDEELSGDRAS3
ParD

Estudos sobre ParD mostraram que esta proteina existe como um dimero em
solucéo, e que ParD exibe uma elevada estabilidade térmica e excelente capacidade
de reestruturacdo apds desnaturacdo induzida pelo calor. Espectroscopia de
dicroismo circular e caracterizagdo preliminar por Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) indicaram que a proteina € composta por a-hélices e estruturas f (OBERER
et al., 2002). Outros estudos quimicos mostraram que ParD consiste de duas
regides estruturalmente distintas: uma N-terminal, bem ordenada e outra C-terminal,
nao estruturada (OBERER et al., 2002). Para outros sistemas TA, estudos de
mutacdo e estruturais confirmaram esta separacdo em regides, sendo a regido N-
terminal responséavel principalmente pelo processo de auto-regulacéo, e a C-terminal
qgue funciona na neutralizacdo da toxina (BERNARD; COUTURIER, 1991; KAMADA
et al., 2003; TAKAGI et al., 2005).

Estudos de RMN heteronuclear multidimensional esclareceram a estrutura
homodimérica da antitoxina ParD do plasmideo RK2 de E. coli (OBERER et al.,

2007). Estes estudos confirmaram resultados anteriores de que ParD esti
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organizado em pelo menos duas regides estrutural e funcionalmente distintas. A
estruturagcdo do dominio N-terminal resulta em uma dobra RHH (do inglés: ribbon-
helix-helix), um motivo de ligacdo de DNA encontrado em diferentes repressores
procarioticos com estruturas 3D conhecidas, obtidas por cristalografia de raios-X e
espectroscopia de RMN (PHILLIPS, 1994; del SOLAR et al., 2002). Por outro lado, a
regido C-terminal permanece altamente flexivel em solugdo, porém podendo se
estruturar quando interage com ParE, seguindo um modelo atual de
reconhecimento. Este modelo, mandatorio para sistemas TA em geral, invoca uma
transicéo de estrutura desordenada para ordenada na antitoxina. Especificamente, a
regido desordenada da antitoxina quando na forma livre organiza-se numa estrutura
secundéria bem definida apos ligacdo com a sua respectiva toxina (OBERER et al.,
2007; LI et al., 2008).

Estudos envolvendo a estrutura cristalina de um complexo ParE-ParD
codificado cromossomicamente de Caulobacter crescentus evidenciaram que a
antitoxina ParD livre ndo é nativamente desestruturada como a proteina ParD do
plasmideo RK2, o que contradiz o modelo de transicdo de fases compulsoério para a
maioria dos sistemas TA (DALTON; CROSSON, 2010).

Enquanto as pesquisas nesta area tém fornecido novas perspectivas de
evolucdo para as diferentes combinacdes repressor-toxina em geral, a importancia
da interacdo entre o antidoto e a toxina e o efeito na funcionalidade do sistema TA,
especialmente ParD-ParE, permanece elusiva nestes estudos.

Diferentemente do sistema TA CcdA-CcdB em que, uma forma truncada
mutante da antitoxina CcdA (41 residuos de aminoacidos C-terminal) continuou
neutralizando a atividade do CcdB (BERNARD; COUTURIER, 1991), nenhum
estudo tem relacionado o niamero minimo de aminoacidos da parte C-terminal de
ParD com a manutengao da atividade de antidoto. Também n&o existem evidéncias
da existéncia de algum segmento de ParE, que atue como provavel sitio de
reconhecimento para o ParD, a exemplo do loop formado pelos residuos R40 — L50
de CcdB (VAN MELDEREN et al., 1996).

Existem, entretanto, evidencias de um modelo em que interac¢des interfaciais
carga-carga sao importantes para interagao toxina-antitoxina, as quais podem servir
para guiar a antitoxina para uma fenda hidrofébica conservada em ParE (DALTON,;
CROSSON, 2010).
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Como pode ser observado, existem poucas informagdes relacionadas com o
complexo ParD-ParE e as poucas que existem sao contraditrias. Neste sentido, um
estudo alternativo empregando peptideos derivados de ParD, bem como de ParE,
podera fornecer um novo caminho para estudar e melhor entender os contatos
chave existentes entre as duas proteinas, o que é especialmente importante para o
desenho racional de novos inibidores peptidicos de topoisomerases bacterianas,

cuja acao antitoxica do ParD seja desprezivel.

1.4 Predicao de Estrutura Molecular

A modelagem molecular consiste em uma investigacdo de estruturas
guimicas de acordo com suas propriedades moleculares utilizando-se de
ferramentas computacionais para editar, analisar, melhorar e armazenar sistemas
moleculares complexos (BARREIRO; RODRIGUES, 1996). Estas ferramentas
podem ser aplicadas em estratégias de modelagem de novos farmacos. A
disponibilidade de programas computacionais de quimica e os bancos de dados em
rede sdo, atualmente, ferramentas fundamentais para a descoberta e planejamento
de farmacos. Novos agentes terapéuticos podem ser desenvolvidos pela andlise de
dados tedricos de estrutura-atividade de forma tridimensional, obtidos por técnicas
recentes de modelagem molecular (KUMAR et al., 2012).

Os métodos de predicdo podem ser classificados de trés formas: de novo,
que pode ser aplicada em todos os tipos de proteinas, inclusive as que ainda néo
estdo disponiveis modelos adequados, a modelagem por homologia ou comparativa,
no qual a sequéncia alvo é predita de acordo com uma estrutura de modelo evolutivo
relacionada e experimentalmente desenvolvida (BUJNICKI, 2003) e métodos de
reconhecimento de motivos estruturais via alinhavamento ou threading que utilizam
potenciais estatisticos derivados da analise de padrdes de enovelamento de
proteinas com estruturas 3D conhecidas e armazenadas em uma base de dados de
estruturas.

A abordagem de novo pode ainda ser subdividida em ab initio, método tedrico
baseado na equacédo de Schrodinger de forma que, as solu¢cdes sédo obtidas sem
referéncias experimentais através da mecanica quantica e, em semi-empiricos que
pretendem encontrar solugbes para a equagdo de Schrodinger através de

parametros empiricos e restricdes matematicas. E denominado como semi-empirico
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ja que, parte da sua composicdo envolve o método de ab initio e a outra parte
provém de conhecimento empirico. (LASCHUK, 2005)

A modelagem ab initio, ou primeiros principios, consiste em predizer a
estrutura tridimensional de uma proteina partindo de sua sequéncia de aminoacidos.
Para isso, realiza-se uma busca no espago conformacional a fim de encontrar as
estruturas mais apropriadas, as quais sdo assumidas como sendo as que possuem
menor energia livre.

Os meétodos ab initio sdo fundamentados na termodindmica e baseiam-se no
fato de que a estrutura nativa de uma proteina corresponde ao minimo global de sua
energia livre (TRAMONTANO; LESK, 2006). Esta metodologia simula o espaco
conformacional da proteina utilizando uma funcdo de energia potencial, a qual
descreve a energia interna da proteina e suas interacées com o0 meio em gue esta
inserida. O objetivo é encontrar um minimo global de energia livre que corresponda
ao estado nativo ou funcional da proteina (OSGUTHORPE, 2000; TRAMONTANGO;
LESK, 2006).

A modelagem por homologia ou comparativa é baseada no conceito de
evolugdo celular. Neste contexto, as proteinas evolutivamente relacionadas
possuem similaridade de estrutura primaria, a qual € chamada homologia. Segundo
(KACZANOWSKI; ZIELENKIEWICZ, 2010), proteinas homdlogas quase sempre
possuem estruturas tridimensionais semelhantes. Quando a homologia € detectada,
geralmente com mais de 30% de identidade, a modelagem pode proceder realizando
a copia das coordenadas 3D de um molde ou obtendo a média entre mdltiplos
moldes e substituindo estas na proteina-alvo (KOLINSKI, 2004; BUJNICKI, 2003).

Na modelagem comparativa por homologia uma sequéncia de residuos de
aminoacidos de uma proteina (sequéncia alvo) é alinhada contra a sequéncia de
aminoacidos de outra proteina com estrutura conhecida e armazenada no PDB
(sequéncia e estrutura-molde).

Métodos de reconhecimento de motivos estruturais via alinhavamento ou
threading se baseiam na observacdo de que uma larga porcentagem de proteinas
adota um numero limitado de formas de enovelamento. Existem aproximadamente
dez diferentes formas de enovelamento em 50% das estruturas conhecidas
(RUSSELL; BARTON, 1994). Através da deteccdo de similaridades estruturais, as
quais ndo podem ser detectadas unicamente pela similaridade entre as sequéncias

de aminoacidos, sdo construidos os modelos 3D. A Figura 7 esquematiza um
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método genérico de predicdo de estruturas baseado no reconhecimento de padrbes
de enovelamento.

Inicialmente, para uma dada sequéncia de residuos de aminoacidos, é
construida uma biblioteca de padrbes de enovelamento. Se fragmentos da
sequéncia da proteina-alvo se ajustam bem a estas formas de enovelamento, &
possivel deduzir um alinhavamento, mesmo que néo haja informagéo suficiente para
construir um modelo 3D completo. Em um segundo momento, a partir das
informacdes obtidas de proteinas com estruturas conhecidas, modelos estruturais
sdo construidos. Com base no valor retornado de uma funcdo objetivo, estes
modelos estruturais sdo pontuados (escore). A partir da pontuacdo obtida por cada
modelo estrutural todas as conformacBes construidas sdo classificadas
(ranqueadas) e o modelo 3D final é escolhido. O alinhavamento € frequentemente
utilizado para identificar homologias que n&do podem ser descobertas por um
alinhamento par a par de sequéncias de proteinas.

Figura 7- Representacdo esquematica de um processo tipico de modelagem baseada no
reconhecimento de padrdes de enovelamento via alinhamento (Threading).
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1.5 Quimicados Peptideos

Peptideos sdo compostos formados pela unido entre dois ou mais residuos de
aminoacidos. Esta unido ocorre por uma reacao de condensacao envolvendo um
grupo a-carboxilico de um amino&cido e um grupo a-aminico de outro, formando a

denominada ligacdo peptidica (Figura 8).

Figura 8 - Representacao esquematica da formagcdo de uma ligacao peptidica entre dois
aminoéacidos
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Fonte: Elaborado pela autora

Peptideos podem ser produzidos de forma natural, por diferentes
metodologias sintéticas, tais como sintese enzimatica e sintese quimica, ou por
producéo heterdloga via clonagem génica.

O processo de sintese quimica dos peptideos pode ser realizado ou em
solucdo (FISCHER; FOURNEAU, 1901; CURTIUS 1902) ou pela metodologia de
sintese em fase sdélida (MERRIFIELD, 1963; MERRIFIELD, 1985). Esta ultima veio
revolucionar a sintese organica por suas caracteristicas peculiares, uma vez que
abandonou a tradicional rotina, propria da sintese em solucéo, e introduziu o uso de

polimeros insolUveis como suporte.
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Este método, denominado sintese de peptideos em fase sélida (SPFS), tem
como base o fato do grupo carboxilico do aminoacido C-terminal de uma cadeia
peptidica, se encontrar unido covalentemente a um polimero e, portanto, o
componente que contém esta extremidade é insoluvel nos solventes utilizados no
processo de sintese (ANDREU; RIVAS, 1997). Assim, 0 excesso de reagentes e a
maioria dos produtos secundarios podem ser eliminados por simples filtracdo e
lavagens do polimero que contém o peptideo em crescimento. Este fato influencia
favoravelmente a sintese e proporciona excelentes rendimentos, além de minimizar
as perdas por manipulacdo e permitir a automatizacéo de todo processo sintético.

Os polimeros utilizados na SPFS, também designados como resinas, sao
particulas de tamanho e forma adequados a manipulacéo e filtracdo. Apresentam
como caracteristica um alto grau de solvatacdo em solvente apolar, permitindo a
entrada de reagentes através das particulas e certificando a acessibilidade dos
reagentes aos sitios reativos. Possuem grupos funcionais passiveis de sofrer
modificacbes quimicas para permitir que o0 primeiro aminoacido possa ser
prontamente inserido, ocorrendo a formacédo de uma ligacdo covalente entre ambos
(MARQUARDT; LIMA, 2001).

Pode-se descrever uma resina, como uma estrutura complexa, formada por
polimeros constituidos por unidades monoméricas constantes formando uma
espécie de rede. Apresentam feixes interligados transversalmente através de um
mondmero bifuncional (cross-linking, ligacdes cruzadas) formando na maioria delas
um grao de tamanho padronizado (Figura 9). Em intervalos mais ou menos regulares
surgem estruturas quimicas diferenciadas (linkers, ligantes), constituidas por apenas
um atomo ou moléculas contendo diferentes grupos funcionais (MARQUARDT,;
LIMA, 2001; MARCHETTO, 2006).

Desde os trabalhos iniciais de Merrifield, o suporte mais utilizado € um
polimero microporoso de estireno (PS), que contém 1% de p-divinilbenzeno (DVB)
como crosslinker (Figura 9a). Enquanto os gréos de poliestireno secos apresentam
um didmetro de aproximadamente 50 um, na presencga 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 figuem
expostos e, portanto, acessiveis aos diferentes solventes e reagentes utilizados na

sintese.
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Figura 9 - a) Visualizacdo esquematica progressiva de uma resina, a partir de uma unidade
macroscépica e as cadeias poliméricas que compde um polimero; b) Exemplo de polimeros
funcionalizados.

NN NN NNV NNV \/'\l/\/ NN

a)

4NN 4
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NN AN
NAAAAAAA A /k

Grao Feixe Matriz

b)
Q._@\/o \@\/OH o——@ CH:Cl

Resina Wang Resina Merrifield

Fonte: Adaptado de Marquardt; Lima (2001)

Na sintese, a formacéo controlada de uma ligacéo peptidica requer que todos
0s grupos funcionais presentes nos residuos de aminoacidos, exceto os dois que
vao participar da formacéao da ligacao peptidica (a-carboxilico de um aminoacido e a-
aminico de outro), estejam protegidos. Uma vez formada a ligacdo e antes da
incorporacdo do seguinte aminoacido, deve-se eliminar o protetor do grupo funcional
que ird permitir o crescimento da cadeia peptidica. Por altimo e ao final do processo
sintético, os protetores de todos os grupos funcionais devem ser eliminados. Assim,
pode-se concluir que o esquema de protecdo € crucial para concluir com éxito a
sintese de um peptideo.

Para o processo de sintese existem dois tipos diferentes de protetores. Por
um lado, estd aquele tipo que protege o grupo funcional que ira participar da nova
ligacdo peptidica e, portanto, deve ser eliminado a cada ciclo sintético, denominado
“protetor temporario”. Como normalmente a sintese é executada na dire¢gdo C — N,
este tipo de protetor € aquele que normalmente protege o grupo a-aminico. Por
outro, estdo os “protetores permanentes”’, que sdo os que devem permanecer
estaveis e que sao eliminados no final do processo sintético. Neste tipo podem-se
diferenciar aqueles da fungé@o carboxilica do aminoacido C-terminal daqueles que

protegem as funcdes laterais dos aminoacidos trifuncionais.
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A natureza quimica do grupo protetor do grupo a-aminico marca, de certa
forma a estratégia de sintese, uma vez que o0s protetores permanentes devem ser
estaveis as condi¢cdes utilizadas para eliminar repetidas vezes o protetor temporario.
Por sua vez, os protetores permanentes devem ser eliminados eficazmente na
dltima etapa (AMBLARD, 2005, KIMMERLIN; SEEBACH, 2005).

As duas principais estratégias da sintese de peptideos em fase soélida sdo a
Boc/Bzl e a Fmoc/tBu, que se baseiam na prote¢cado temporaria do grupamento a-
aminico dos aminoacidos com um dos dois protetores terc-Butiloxicarbonila
(ANDERSON; MCGREGOR, 1957; CARPINO, 1957) e 9-Fluorenil-metiloxicarbonila
(CARPINO; HAN, 1972), respectivamente, os quais se diferenciam, principalmente,

guanto a labilidade acido-base (Figura 10).

Figura 10- Protetores temporarios usuais utilizados na SPFS

o 0] ()
H,C—C—0 Py 0
( H O

terc-butiloxicarbonila o—fluorenilmetiloxicarbonila
(Boc) (Fmoc)

Fonte: Elaborado pela autora

A eliminacdo do grupamento protetor t-Boc ocorre mediante aciddlise com
acidos de forca moderada (TFA 30% em DCM), o que implica na utilizacdo de
protetores permanentes estaveis nestas condi¢des. Protetores do tipo benzila (Bzl)
sao bastante utilizados para esta fungéo, os quais requerem para sua eliminagéo, o
uso de acidos fortes tal como o acido fluoridrico anidro. Neste caso, em seguida ao
tratamento acido, deve-se realizar uma neutralizagdo (normalmente com DIEA 5%
em DCM) para que a funcdo amina fique em sua forma desprotonada (ANDERSON,;
McGREGOR, 1957; CARPINO, 1957). JA o grupamento Fmoc é eliminado com
bases de forca moderada (geralmente piperidina 20% em DMF), permitindo a
utilizacdo de protetores baseados no grupo terc-butila (tBu), labeis ao &cido
trifluoroacético (CARPINO; HAN, 1972).
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No processo de sintese, para que ocorra a formacdo da ligacdo peptidica
entre os aminoacidos adjacentes, € necessario que eletrofilo (C carbonilico do acido)
esteja ativado. Desta forma, ele podera sofrer ataque do nucleodfilo (grupo a-aminico
do aminoéacido que permanece ligado a resina) e, assim, formar uma ligacdo amida
(peptidica).

Os reagentes de acoplamento ou de condensacdo tém a funcdo de reagir
com o grupo carboxila livre de um aminoacido e gerar espécies reativas. As
carbodiimidas sdo os reagentes de acoplamento mais utilizados. O mecanismo
envolve a formacéo da O-acilisouréia, que sofre amindlise por parte da amina, para
produzir a ligacdo amida. Se for empregado um segundo equivalente de acido
carboxilico, sera formado o anidrido simétrico. Do mesmo modo, na presenca de
hidroxilaminas (p.ex. Hidroxibenzotriazol - HOBt ou 7-aza-1-hidroxibenzotriazol -
HOALt), sera obtido um éster. Qualguer uma das trés espécies reativas, O-
acilisouréia, anidrido simétrico ou éster ativo, s@o eficazes no processo de acilacdo
(Figura 11).

Figura 11 - Representacdo esquematica do mecanismo de ligacao peptidica empregando
carbodiimidas
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Fonte: Garrido (2007).
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Todas as reacbOes de condensagdo ou acoplamento sdo monitoradas pelo
teste qualitativo da ninidrina (KAISER et al., 1970), utilizado para a deteccdo de
aminas primarias livres. A ninidrina ao reagir com uma amina primaria leva a
formacédo de um produto de coloragao violeta ou purpura de Ruhermann (Figura 12).
A cada novo reacoplamento, a resina deve-se apresentar com coloracdo amarela, ja
gue os grupos funcionais ainda se encontram protegidos e consequentemente nao
apresentam nenhuma amina primaria livre para reagir com a ninidrina. Apdés o
processo de desprotecdo, 0 grupo amina perde seu grupo protetor, fazendo com que

a resina assuma novamente a coloragao violeta.

Figura 12 - Esquema da reacao de ninidrina (teste de Kaiser)
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Fonte: Caires (2014).

A Figura 13, ilustra um processo de sintese de peptideos em fase sélida,
empregando a estratégia Fmoc/tBu, utilizada na sintese dos diversos fragmentos
peptidicos deste trabalho. Este processo consiste de uma sequéncia de etapas
sequenciais e repetitivas de acoplamento e desprotecéo, além de uma etapa final de
clivagem. O andamento da sintese € acompanhado pelo teste de Kaiser (ninidrina),
de tal forma que o prosseguimento das etapas sequenciais de acoplamento depende

do resultado deste teste, como mostrado na figura.



Figura 13 - Representacdo esquematica da SPFS pela estratégia Fmoc/tBu
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2 OBJETIVOS

1)

2)

3)

4)

O objetivo geral deste trabalho estd centrado na busca de uma
estrutura minima da antitoxina ParD, com capacidade de manter o0s

parametros de interacdo com a toxina ParE.

De maneira especifica objetivou-se:

Projetar e sintetizar quimicamente sequéncias peptidicas derivadas de ParD e

ParE, previamente selecionadas por estudos computacionais;

Obter a toxina ParE e a antitoxina ParD de Escherichia coli por técnicas de

expressao heterdloga,

Empregar a técnica cromatografia de afinidade e de fluorescéncia no estado
estacionario, a fim de identificar a possibilidade de interacdo entre um
derivado de ParE e os analogos de ParD, além de quantificar a associacéo

entres 0S mesmos;

Realizar andlises de bioinformética para levantamento de dados estruturais

das sequéncias peptidicas e comparar com os dados de dicroismo circular.
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MATERIAIS E METODOS
Reagentes e Solventes

Os reagentes e solventes utilizados durante o processo de sintese, purificacédo

e caracterizacao dos peptideos, estéo relacionados abaixo:

e Suporte polimérico para sintese peptidica em fase sdlida (SPFS): Fmoc-
Asn(trt)-Wang resina de 0,62 mmol/g e Rink-amida com grau de substituicdo
de 0,59 mmol/g e 0,52 mmol/g, da marca Novabiochem®.

e Amino&cidos: Os L-a-aminoacidos utilizados na sintese apresentavam a
extremidade amino-terminal protegida com o grupo base-labil Fmoc e grupos
t-butilicos ou derivados para a protecao das cadeias laterais dos aminoacidos

trifuncionais;

¢ Os agentes de condensacdo utilizados na sintese dos peptideos e
cromatografia de afinidade foram: Diisopropilcarbodiimida (DIC), N-
Hidroxibenzotriazol (HOBt), N-Hidroxi-7- azabenzotriazol (HOAt), O-
Benzotriazollil-N,N,N",N"-tetrametiluronio-hexafluorofosfato (HBTU) e N-Ethyl-
N'-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimida (EDC).

e Como reagente de desprotecdo do grupo Fmoc, foi utilizada uma solucao

20% (v/v) de 4-metilpiperidina, da marca Merck®, em DMF.

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

e Etanoditiol (EDT) e triisopropilsilano (TIS), substancias responsaveis pela
captura de espécies responsaveis por alquilacao eletrofilica e liberadas no
meio reacional durante o processo de clivagem &cida, foram adquiridos ou da

Sigma® e ou da Acros®;

¢ Os eluentes cromatogréaficos utilizados foram acetonitrila (ACN) da marca
J.T.Baker® e agua ultrapura, obtida através de um sistema de filtracdo
Barnstead, equipado com cartuchos para retencéo de sais e de compostos

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

Materiais utilizados para producao de proteinas recombinantes

e Vetores: pPICzaA, pGAPzaA, pETDuet I, pET28A, pTZ57R/T.

eEnzimas: Enzimas de restricdo EcoRI, Xhol, Sall. Notl, Ndel, Hindlll
adquiridas da empresa Fermentas®, XMAJ1 (Avrll) da empresa
ThermoScientific™; DNA-polimerase adquiridas das empresas Biolase™,
ThermoScientific™, ACTGene™, Neotaq®, Phusion® High-Fidelity; T4ligase

da empresa Invitrogen®

eTampdes: Tango, Orange adquiridas da empresa Fermentas®; Para os
procedimentos de PCR foram utilizados tampdes da Biolase™,
ThermoScientific™, ACTGene™, Neotaq®. Tampéo de lise sem imidazol
(TrisHCI 10 mmol.L™?, NaH,PO, 50 mmol.L™*, NaCl 100 mmol.L™, pH 8,0);
tamp&o de lise com imidazol (Tris.HCI 10 mmol.L™, NaH,PO4 50 mmol.L™,
NaCl 100 mmol.L™?, Imidazol 250 mmol.L™, pH 8,0).

oKit's para purificacdo e Mini preparagao plasmidial e quantificacdo de
proteinas pelo método BCA das empresas Promega®, Qiagen® e

ThermoScientific™ respectivamente.

eAs sequencias foram buscadas no banco de dados de proteinas com
estruturas resolvidas disponivel em RCSB-PDB

(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) e otimizadas para expressao em

Escherichia coli K12 e Picchia pastoris. Os Genes foram sintetizados pela

empresa GenOne (www.genone.com.br/) com sitios de restricdo

5’EcoRI/3’Sall e arremetido em vetor pBlueScriptKS(-) sem otimizacdo de

codon.


http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do
http://www.genone.com.br/
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e¢As sequencias de Oligonoclueotideos (Forward-Fw e Reverse-Rv) foram
desenhadas de acordo com cada sequéncia génica e adquiridos da Exxttend

(https:/lwww.exxtend.com.br/site/).

« Solucdes para expressdo em Picchia pastoris: DTT 1 mol.L™ (3,09 g de DTT,
10 mmol.L™? de acetato de sédio pH 5,2); HEPES 1 mol.L™ pH 7,8 (5,2 g de
HEPES em 20 mL de &gua); Sorbitol 1 mol.L™ (3,4g de sorbitol em 20 mL de

agua).

e Meios de cultura: LB: Triptona 1%, Extrato de Levedura 0,5% e NaCl 1%
YPD: Extrato de Levedura 1%, Peptona 2% e Dextrose 2%

e Preparo de Géis: Gel de poliacrilamida (SDS-Page): EDTA 0,2 mol.L™:; SDS
10% e 12%; Tris.HCI 2 mol.L™ pH 8,8, Acrilamida Bisacrilamida (30:0,8),
TEMED, Persulfato de Amdnia 10% e agua; Gel de empilhamento: SDS 10 e
12%, agua, Tris.HCl 2 mol.L™* pH 6,8, Acrilamida Bisacrilamida (30:0,8),
Persulfato de amoénia 10%, TEMED.

Equipamentos

e Sistema de Cromatografia liquida em modo analitico: Cromatdgrafo Shimadzu
LC-10A/C-47A equipado com trés bombas LC 10AT, injetor automatico SIL
10AF e detectores de UV SPD 10A e fluorescéncia RF 10A.

¢ LC/ESI-MS constituido por um UFLC Shimadzu composto por duas bombas
LC 20AD, detector "UV-visivel" modelo SPD 20A, injetor automatico modelo
SIL 20AHT e um espectrémetro de massas Bruker modelo Amazon SL. O
sistema € controlado por uma Workstation empregando o Software
LCSolution.

e Espectrofotdmetro UV-Visivel Shimatzu UV 1601PC;

e Espectrofluorimetro Cary Eclipse da Varian.

e Shaker New Brunswick Scientific

eBloco de aquecimento Thermo Stat plus

e Centrifuga Eppendorf 5424


https://www.exxtend.com.br/site/

42

¢ Centrifuga Sorvall RC-5C
¢ Espectofotometro NanoDrop

e Fotodocumentador ChemiDoc XRS System (Biorad)

3.4 Estudos Computacionais

A abordagem utilizada para definir as sequéncias peptidicas a serem
sintetizadas consistiu inicialmente em uma predicdo estrutural da toxina e de uma
sequéncia peptidica (D39 — G54) da antitoxina, caracterizada por ser responsavel
pela interacdo coma a toxina (CAIRES, 2014). Para isso foi utilizado o servidor I-
TASSER (ROY et al.,, 2010), para gerar os modelos estruturais de ambas,
baseando-se na sequéncia de seus residuos de aminoacidos. Através de uma
inspecéo visual do melhor modelo tanto para ParE quanto para o derivado de ParD,
foi verificado que, devido ao numero consideravel de residuos hidrofobicos, estes
poderiam exercer um papel importante na interacao intramolecular, favorecendo o
processo de enovelamento. Posteriormente, estes modelos foram submetidos a um
procedimento de docking peptideo-peptideo utilizando o servidor GRAMM-X
(TOVCHIGRECHKO; VAKSER, 2006), com o objetivo de identificar possiveis modos
de interacdo entre estas sequéncias. Em seguida, foi realizada uma selecéo dos
melhores complexos, proteina-peptideo, gerados através do docking, a partir da
analise de area de superficie acessivel ao solvente (SASA) usando o servidor
GETAREA (FRACZKIEWICZ; BRAUN, 1998). A finalidade deste procedimento foi
avaliar quao expostos estavam os residuos hidrofébicos nos complexos gerados
pelo docking. Uma vez que tais residuos tendem a ficarem menos expostos ao
solvente, complexos que apresentam a menor superficie de acessibilidade ao
solvente possuem, por conseguinte, maior probabilidade de serem formados durante
0 processo de interacdo molecular. Como os valores de pontuacdo do docking
também possuem erros associados, através desta etapa, procura-se ampliar a
capacidade preditiva do docking. Os complexos com menor SASA foram
selecionados para estudo de dinamica molecular com GROMACS (PRONK et al.,
2013). Resumidamente, este programa foi utilizado para avaliar o processo de

interacdo de forma dinamica, ou seja, ao longo de um tempo pré-definido e
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configurado pelo usuario. Enquanto o procedimento de docking avalia como podem
ocorrer as interacdes intermoleculares, o procedimento de dinamica molecular
considera a mobilidade dos residuos no complexo quando este encontra-se
envolvido por um sistema solvente, neste caso a dgua com ions de cloreto e sodio
em concentracdo semelhante & encontrada no meio biolégico, ou seja, 150 mmol.L™.

Através de uma analise da trajetéria, isto é, das conformacdes obtidas
durante a dinamica molecular, € possivel entender melhor como o ambiente
bioquimico pode interferir no processo de interagdo. Quando as diferentes
conformacdes obtidas pela dindmica do complexo ao longo da trajetéria de
simulacdo sdo obtidas, torna-se possivel classifica-las em clusters. Cada cluster
contém conformacdes que diferem entre si por um RMSD (Root Mean Square
Deviation) de 2 A. Esta trajetoria de simulacéo foi analisada e cada grupo de clusters
foi gerado utilizando o software CHIMERA (PETTERSEN et al., 2004). A utilizac&o
de clusters conformacionais para o0 estudo posterior visa estabelecer uma
amostragem representativa do sistema submetido a simulacdo. Os clusters que
apresentaram o maior numero de conformacfes foram selecionados e, para cada
um, foi escolhida uma estrutura representativa. Este conjunto, por sua vez, foi
utilizado para um estudo de alanina (alanine scanning, ou AS). Neste procedimento,
os residuos da interface ParE-ParD sdo automaticamente mutados por residuos de
alanina e, para cada substituicdo é realizada uma avaliacdo da diferenca de variacao
da energia livre de interagdo, ou AAG. Quando este valor é negativo, o residuo em
questdo pode, a principio, ser mutado, pois interfere de modo desfavoravel na
interacdo intermolecular. Esta mutacao pode ser realizada in silico, ou seja, através
do programa computacional. Em seguida, a sequéncia contendo o residuo mutado é
submetida a um estudo de dindmica molecular com arrefecimento simulado
(simulated annealing), porém, sem o complexo formado. Isto tem por objetivo avaliar
se a mutacdo nao resultara em perda da sua estrutura. Caso apresente
desestruturacdo durante a dindmica, ndo é possivel continuar com o estudo do
complexo, porque a sequéncia tende a ndo formar o complexo como predito pela
etapa de docking e a mutacdo deve ser reavaliada. Se ndo for observada
desestruturacdo do peptideo durante sua simulacdo na auséncia do complexo, este
€ submetido novamente, na forma de complexo, a outra etapa de simulagdo de
dindmica molecular, avaliacdo da trajetoria, identificagdo de clusters e estudo de AS.

Se o valor de AAG resultante for positivo, nesta ultima etapa, indicara, a principio,
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que a mutacao resultante sera mais favoravel para obter um complexo de interagédo
mais estavel. A partir deste estudo foram obtidos perfis de variacdo de interacdo da
energia livre de Gibbs (AG) para cada residuo, resultando nas sequéncias peptidicas

representadas na Figura 14.

Figura 14 - Estrutura primaria da regido C-terminal da proteina ParD e sequéncias
peptidicas selecionadas por estudos computacionais para sintese.

ParD aees 80 ves Peiiaas S50.....1....60....1....70....1....80. ...
FPGDADADQAWQELKTMLGNRINDGLAGKVSTKSVGEILDEELSGDRA

Acetil-**SQDVDQLWQQLKKMLN>*-CONH, ParDTB1
Acetil-**SQNVTQLWQQLKKMLN>-COO ParDTB3
Acetil-**SKNLTQLWQQ LKKMLN>4-COO" ParDTB6
Acetil-**SKVLTQLWQQLKKMLN>*-CONH, ParDTBS

3.5 Sintese de peptideos

Os peptideos projetados a partir dos ensaios de docking e dinamica
molecular, foram sintetizados manualmente pelo método da fase sélida (AMBLARD
et al., 2005), de acordo com o protocolo padrdo (Tabela 1) que emprega o
grupamento base-labil Fmoc como protetor dos a-amino grupos, e derivados t-
butilicos (t-Bu) para a protecdo das cadeias laterais de residuos de aminoacidos
trifuncionais (CHAN; WHITE, 2000).

Os peptideos ParDTB3 e ParDTB6, foram sintetizados a partir de uma resina
Fmoc-Asn(trt)-Wang, com um grau de substituicdo de 0,62 mmol/g e os peptideos
ParDTB1 e ParDTB5 a partir de uma Rink-amida de grau de substituicdo de 0,52
mmol/g.

Para o acoplamento de cada aminoacido, empregou-se 0 excesso molar de 3
equivalentes para o Fmoc-aminoacido e 3 equivalentes para o0os agentes de
condensacdo DIC/HOBt, em relagdo a escala de sintese, em DMF:DCM (1:1), por
aproximadamente 2 horas. A desprotecao dos grupos a-aminicos (remocéo do grupo
Fmoc), apos a entrada de cada aminoacido, foi realizada empregando-se uma

solugcao de 4-metil-piperidina 20% (v/v) em DMF (Tabela 1). O monitoramento das
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etapas de acoplamento foi realizado pelo teste de ninidrina (KAISER et al., 1970) e
guando positivo (acoplamentos incompletos), o processo era repetido com 50% dos
reagentes. Acetilacdo, quando necessaria, foi feita com anidrido acético e
diisopropiletilamina (10 equivalentes cada) em DMF, por 30 minutos ao final do

acoplamento ou ao final da sintese.

Tabela 1 - Protocolo sintético padréo utilizando DIC/HOBL (estratégia Fmoc-tBu)

Reagente/Solventes Operacéo

DMF Lavagem 1 4
4-metil-Piperidina 20% em DMF Lavagem 1 1
4-metil-Piperidina 20% em DMF Desprotecao 20 1
DCM/DMF Lavagem 1 6
Fmoc-AA-OH (3eq) +DIC/HOBt

Acoplamento 120 1
(3eq) em DCM/DMF (1:1)
DCM/DMF Lavagem 1 6

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 solucdo de clivagem contendo TFA (94,5%), agua
deionizada (2,5%), EDT (2,5%) e TIS (0,5%), a 25°C por 3 horas. Peptideos,
denominados brutos, foram precipitados e lavados com éter dietilico gelado e
centrifugados (seis vezes), dissolvidos em solucdo aquosa de acido acético 10% e
liofilizados em seguida.

Na sintese do derivado de ParE (CAIRES, 2014), empregou-se as mesmas
condicdes de acoplamento e clivagem, descritas para os analogos do ParD, porém
partindo-se de uma resina RinK Amida MBHA, com grau de substituicdo de 0,59
mmol/g. O processo de clivagem também seguiu o0 mesmo protocolo descrito para
os analogos de ParD.
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Apés a sintese deste derivado, e antes da acetilacdo da extremidade N-
terminal, separou-se uma parte de cada peptidil-resina, nas quais foi dada
continuidade a sintese, pelo acoplamento de um residuo de cisteina (Cys), utilizando
a mesma metodologia ja descrita, tendo sido obtido o peptideo denominado
ParEAC2C (Figura 15).

Figura 15 - Estrutura primaria dos derivados sintéticos ParEAC2 e ParEAC2C

AcetiI-STDAEADLRGIIRYTRKQWGTAQVRRYIARL EHGIADLA**CONH,
ParEAC2
AcetiI-CSTDAEADLRGIIRYTRKQWGTAQVRRYIARL EHGIADLA**CONH,

ParEAC2C

3.6 Purificacao e caracterizacao

A purificacdo dos peptideos foi realizada empregando-se Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), em um cromatografo Shimadzu LC-20AT/DGU-
2A/SPD-20A, usando uma coluna de fase reversa Nucleosil C18 (250 x 10mm;
10um; 300 A) com um gradiente linear de componente organico (acetonitrila 0,036%
TFA) variavel de acordo com a sequéncia peptidica, fluxo de 3,0 mL/min e deteccao
a 220 nm. As andlises das fracdes puras foram realizadas em um cromatografo
Shimadzu LC-10A/C-47A, empregando uma coluna de fase reversa Shimadzu 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 minutos, fluxo de 1,0 mL/min e
deteccdo a 220 nm.

A caracterizacado dos produtos foi realizada a partir do material bruto, por
determinacdo da massa molecular, utilizando um espectrébmetro de massas Bruker
Amazon SL acoplado a um cromatdgrafo liquido Shimadzu (LC-MS) no modo de
ionizagao positivo (ES-MS positivo), tendo como resultado final a razdo massa

molar/carga (MM/z).
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3.7 Dicroismo Circular

A técnica de dicroismo circular se baseia na absorcao diferenciada da luz
circularmente polarizada incidente em compostos quirais. 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 (11/2). Com isso, a
trajetoria do vetor resultante de propagacdo de luz € helicoidal. Devido a isso, a
onda resultante sera circularmente polarizada a direita ou a esquerda, conforme a
diferenca de fase for + 11/2 ou - 11/2.

Para uma molécula quiral apresentando o fenémeno de dicroismo circular, o
componente circularmente polarizado a direita € absorvido em diferente intensidade
em relacdo ao polarizado a esquerda. Assim, a combinacdo das duas ondas
transmitidas resulta em uma luz elipticamente polarizada como exemplificado na
Figura 16 (PURDIE, 2007).

Figura 16- Representacdo da luz circularmente polarizada a direita e a esquerda incidente

a” e transmitida apods interagir com a molécula dicroica “b”.

Fonte: Purdie (2007).

Em peptideos e proteinas existem duas ligacdes cuja rotagdo € permitida: C,-
NH, cujo angulo de rotacéo € ® e C,-CO, cujo angulo de rotacdo € W. Os angulos
especificos ® e W sédo os responsaveis pelo espectro de CD caracteristico das
estruturas secundarias, a-hélice, folha- e estrutura randémica (MICSONAI et al.,
2015).

Estruturas secundarias do tipo a-hélice apresentam trés bandas
caracteristicas: com transicdo n-* que resulta em uma banda negativa com

absorcdo entre 220-222 nm, transigao T-T1* paralela, resultando em outra banda
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negativa com absorcao entre 207- 209 nm e T-T1* perpendicular que forma uma
banda positiva com absor¢cdo entre 195-200 nm. Estruturas secundéarias do tipo
folha-B apresentam duas bandas espectrais, uma positiva com transicao 1-* e
absorcdo em 196 nm e uma banda negativa com transicdo n-mm* absor¢do em 218
nm. Espectros de estruturas desordenadas apresentam a formagéo de uma banda
negativa, com transi¢gao Tr-1m* absorvendo em 200 nm. Assim, de acordo com a
conformacao estrutural adquirida pelas proteinas é possivel caracterizar a estrutura
secundaria destas macromoléculas devido ao perfil espectral de CD particular
destes arranjos (WHITMORE; WALLACE, 2007).

A analise da estrutura secundaria de cada peptideo foi feita pela técnica de
dicroismo circular, em um espectropolarimetro JASCO J-815. As amostras utilizadas
apresentavam concentracdo de 65 umol.L™, para um volume final de 250 pL. Os
espectros de CD foram realizados com acumulo de 6 varreduras de 190 a 280 nm
em tampdo PBS (phosphate buffered saline), pH 7,4 e também em 50% de TFE
(trifluoroetanol) a 25°C, em uma cubeta de quartzo de caminho éptico de 1 mm.

Para cada medida, realizou-se um branco utilizando tampédo PBS, o qual

apresentou sinal desprezivel, sendo subtraido de todas as curvas.

3.8 Producao de Proteinas recombinantes ParD e ParE

3.8.1 Clonagem

Para a expressado heterdloga das ORF’s (Open Reading Frame) de parE e
parD em E.coli, foram escolhidos o vetor pET28A e pETDuet-1. As enzimas de
restricdo utilizadas na clonagem dos genes de interesse foram EcoRI e Xhol para
parD e EcoRI e Sall para parE. Para a expressdo em P. pastoris utilizou-se o vetor
pGAPZaA com as enzimas de restrigdo EcoRI e Sall.

De acordo com as sequéncias de nucleotideos de ParE e ParD, foram
desenhados e sintetizados primers complementares as extremidades da ORF (Open
Reading Frame) de cada gene, os quais se ligam aos mesmos, servindo de
ancoragem para as enzimas Taq polimerase, responsavel pela polimerizacdo do
DNA. As sequéncias oligonucleotidicas utilizadas tanto para expressdao em Pichia
pastoris quanto em Escherichia coli e suas respectivas enzimas de restricdo estao

descritas nas Tabelas 2 e 3 para ParD e ParE respectivamente.
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Tabela 2 - Oligonucleotideos sintetizados para expressao de ParD em Pichia pastoris e
Escherichia coli Em negrito estdo representados os sitios de restricdo; em negrito
sublinhado, o cédon de iniciagdo; em azul as sequéncias de primers que apresentam His-
Tag (para posterior purificagéo por cromatografia de afinidade).

Enzimas

Oligonucleotideos de
Restricao

Pichia pastoris
com His-tag
<Forward>

5’AAAGAATTCCATCATCATCATCATCATATGAGCCGCCTGACA

ATTGAC-3 EcoR|

Pichia pastoris

5- AAAGTCGACTCACTCGCGATCTCCGCTCA-3 Sall
<Reverse> —

E. coli
(PETDuetl) 5- AAAGAATTCGATGAGCCGCCTGACAATTGA-3 EcoRl
<Forward>

E. coli
(PETDuetl) 5- AAAGCGGCCGCTCACTCGCGATCTCCGCTCA-3 Notl
<Reverse>

Tabela 3 - Oligonucleotideos sintetizados para expressdo de ParE em Pichia pastoris e
Escherichia coli Em negrito estdo representados os sitios de restricdo; em negrito
sublinhado, o cédon de iniciagao

Enzimas

Oligonucleotideos de
Restricdo

Pichia pastoris
<Forward> 5-AAAGAATTCATGACCGCCTATATACTTAC-3’ EcoRl

Pichia pastoris

com His-tag 5-AAAGTCGACACTTTCGATGTTGAGCCTCT-3' Sall
<Reverse> —

Pichia pastoris

sem His-tag 5- AAAGTCGACTTAACTTTCGATGTTGAGCC-3’ Sall
<Reverse>

E. coli

(PETDuet1) 5-AAACATATGACCGCCTATATACTTACAAC-3’ Nde
<Forward>

E. coli

(PETDuetl) 5-AAACTCGAGITAACTTTCGATGTTGAGCC-3’ Xhol
<Reverse>

A sequéncia dos genes de ParE e ParD foram obtidas pela empresa GO
(GenOne), isoladas e amplificadas por PCR (Polymerase Chain Reaction) a partir do
DNA genbémico de E. coli O157. As reac¢fes de desnaturacdo foram realizadas em
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Termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf) na condicdo inicial de
desnaturacdo a 96°C por dois minutos, posteriormente 29 ciclos de 96°C por um
minuto, 55°C por um minuto e 68°C por trés minutos. Os produtos foram purificados
utilizando o kit Genecleang Il (Bio 101), e posteriormente subclonados em vetor
pTZ57R/T, e submetidos a sequenciamento génico para a confirmagcao da sequéncia
correta.

O produto da PCR foi purificado utilizando o kit Genecleang Il. Pipetou-se 45
puL do tampdo SAM® e 10 pL da resina de precipitacdo de DNA sobre 10 pyL da
reagdo de PCR. Agitou-se em um Vortex por 30 minutos a temperatura ambiente e
centrifugou-se por 2 minutos a 1000 g. Durante todo o procedimento, as amostras
foram protegidas da luz. As amostras purificadas foram aplicadas no aparelho 3130
Genetic Analyser (Applied Biosystems).

Os insertos foram retirados do vetor pTZ57R/T por digestdo com enzimas de
restricdo EcoRI e Xhol para a parD e EcoRI e Sall para parE em Buffer Tango 2x e
Orange respectivamente. Assegurando assim, as condicfes reacionais das enzimas
purificadas e ligadas ao vetor de expressdo pET28A e pETDuet-1 (Figura 17)
previamente digeridos com as mesmas enzimas para cada inserto correspondente.
Para a ligacdo de parD em pET28a utilizou-se 7,1ng/uL de parD, 15,1ng/uL de
pET28a, 3 uL de buffer Invitrogen®, 1 unidade (U) de enzima ligase T4 Invitrogen® e
1 pL de agua totalizando 15 pL de solucéo final, a qual foi resfriada por 3 horas. Para
parE, o mesmo procedimento foi adotado. Para a ligacdo de parD em pETDuet-1
utilizou-se 111 ng/uL do vetor e 7,1 ng/uL de parD, previamente digeridos com as
enzimas citadas anteriormente.

Foi realizada a transformacao da construcao de parD-pET28A, parE-pET28A
e parD-pETDuet-1, adicionando-se 200 pL de células de E.coli DH5a e 15 uL de
cada solucdo de ligacdo, homogeneizando-se lentamente. Posteriormente, cada
uma das solucdes foi colocada em banho de gelo por 10 minutos. Apos o periodo,
cada solugcdo foi incubada por exatamente 90 segundos a 42°C e novamente
colocadas em banho de gelo por 2 minutos. Acrescentou-se entdo, 800 uL de meio
LB as solucbes e as mesmas foram incubadas a 37°C por uma hora. As solucdes
contendo parD e parE em pET28a foram plaqueadas em meio contendo Kanamicina

(25 ng/pL) e incubadas a 37°C over night.
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Figura 17- A) Mapa do vetor pET28a utilizado para clonagem de ParD e ParE; B) Mapa do
vetor pETDuet-1 utilizado para clonagem de ParD e ParE.
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3.8.2 Indculo de células

Para cada vetor utilizou-se 3 tubos com 10 mL de meio liquido LB
autoclavado contendo 10 pL (25ng/L) de Kanamicina, cada. Foi retirada uma coldnia
de cada placa contendo os genes subclonados em pET28A e colocada em cada um
dos 3 tubos. Os tubos foram agitados em um Shaker (New Brunswick Scientific) a
37°C over night.

3.8.3 Mini preparagéao plasmidal (Miniprep)

Os tubos obtidos anteriormente, foram centrifugados por 6 minutos a 4.000
rpm (Eppendorf-Centrifugue 5810R). O sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspenso em 500 pL do Buffer 1 do kit QlAprep® Spin Miniprep (250) e
transferido para tubos tipo eppendorf. Posteriormente adicionou-se a cada tubo, 250
uL do Buffer 2, homogeneizando-os, e 350 pL do Buffer N3, repetindo o
procedimento de homogeneizacdo. Centrifugou-se a solucdo obtida (Eppendorf
Centrifugue 5424) por 10 minutos a 13.000 rpm. Posteriormente o sobrenadante foi
aplicado em uma coluna QIAprep Spin® do kit e o pellet desprezado. A coluna
contendo a solucéo foi centrifugada por 1 minuto, e o filtrado desprezado. Adicionou-
se 750 uL do Buffer Pe e centrifugou-se novamente desprezando-se sempre filtrado,
até a retirada do excesso residual do Buffer Pe. O DNA presente na coluna foi
eluido entdo, com 40 uL de agua. ApGs este procedimento, realizou-se o preparo do
gel de agarose para confirmar a ligacao de parD e parE em pET28A.

3.8.4 Transformacgé&o de parD-pET28A em Rosetta

O mesmo procedimento de transformacéo de células competentes de E. coli
utilizando a construcdo parD-pET28A, por choque térmico, foi utlizado para
transformar as células competentes de E. coli da cepa Rosetta (DE3) pLysS.

Esta cepa é utilizada por conter lambda DE3, responsavel por carregar o gene
T7 RNA polimerase sob controle do promotor lacUV5, sendo este induzido na
presenca de IPTG. A presenca do plasmideo pLysS nestas linhagens aumentam a
tolerdncia das mesmas a presenca de plasmideos contendo genes toxicos,

deixando-as mais estaveis, de forma que sejam mantidos e expressos. Este fato se
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da pela sua capacidade de inibir a expressdo basal através da producédo de T7
lisozima (inibidor natural de T7 RNA polimerase), o qual pode conduzir a expresséo
do gene mesmo na auséncia do indutor. Desta forma pode-se obter maior controle
sobre a expressao dos genes de interesse.

As células transformadas foram incubadas em banho a 37°C por uma hora em

meio LB liquido e posteriormente plaqueadas e incubadas a 37°C over night.
3.8.5 Producéo de proteinas em E. coli

Preparou-se, 10 mL de meio liquido LB autoclavado, contendo 25 ng/mL de
Kanamicina assim como de cloranfenicol, onde foi adicionado uma colénia de
células de parD em pET28a transformado em Rosetta. Posteriormente, parte deste
in6culo foi transformado com a constru¢do plasmidial parD-pET28A inserido em
500mL de meio LB autoclavado, e mantido sob agitacdo a 200 rpm a 37°C (Shaker-
New Brunswick Scientific) até a solucéo atingir uma Densidade Optica (D.O) de 0,6.

Foi coletado 200 pL desta amostra ndo induzida e ao restante, adicionou-se
IPTG em uma concentracdo final de 0,4 mmol.L™ para a inducéo. Aliquotas de 1mL
foram coletadas a cada hora (total de 4 horas) e posteriormente a solugao foi
incubada por 24 horas. Ao final, a solucdo foi centrifugada (SORVALL RC5C) a
10.000 rpm por 5 minutos a 4°C.

Ao final, retirou-se o sobrenadante, e o pellet foi ressuspenso em 25 mL de
tampao de lise sem imidazol pH 8,0 (NaCl 100 mmol.L™, NaH2PO4 50 mmol,L™?, Tris
10 mmol.L™"). Posteriormente, estas células foram lisadas em sonicador em 8
repeticdes de 59,9 segundos, com intervalos de 30 segundos a uma amplitude de
14%, utilizando o sonicador Sonic Desmembrator 500 (Fisher Scientific).

Em seguida, o produto de lise celular foi novamente centrifugado a 10.000
rom a 4°C por 15 minutos em centrifuga Sorvall RC-5C Plus para separacdo das
fragdes soluveis e insoluveis de proteinas, sendo coletados 500 pL de sobrenadante
e 500 pL do precipitado ressuspendido em 5 mL de tampdao de lise pH 8,0, os quais
foram utilizados para posterior analise em um teste de solubilidade em SDS-PAGE
15%.
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3.8.6 Purificacdo de proteinas em E. coli.

A purificacdo foi realizada por cromatografia de afinidade utilizando uma
coluna com resina de niquel “Ni-NTA Superflow” (Qiagen). O processo de purificagédo
por afinidade nesta coluna se baseia na ligacdo entre a proteina alvo e o ligante
imobilizado na resina. A proteina ParD recombinante expressa em pET28a possui
em sua regido N-terminal uma cauda com 6 histidinas, as quais possuem um anel de
imidazol com afinidade pelo ligante imobilizado na coluna, o Ni-NTA (niquel —
acidonitrilacético).

Este procedimento implica em uma forte ligacao da proteina recombinante na
coluna e que permite a sua purificacdo em uma Unica etapa. Para a eluicdo da
proteina foi utilizado tampédo de lise pH 8,0 com crescentes concentracdes de
imidazol (10, 25, 50, 75, 100 e 250 mmol.L™), o qual compete com a proteina pela
ligacdo ao ligante na coluna, liberando a proteina na forma pura. Em seguida estas
fracGes foram analisadas em SDS-PAGE 15% e as correspondentes a proteina pura
foram submetidas a didlise em membranas de celulose (Pierce SnakeSkinTM 3,500
MWCO) em tampéo PBS pH 8,0 (NaCl 137 mmol.L™, KCI 2,7 mmol.L™}, Na,HPO, 10
mmol.L™?, KH,PO4 1,8 mmol.L™?), sendo realizadas 3 trocas de tampdo em uma
proporcao de proteina — tampédo de 1:1000 (V/V). O processo ocorreu sob agitacdo
suave a 4 °C por aproximadamente 20 horas. ApGs o processo de didlise a proteina
foi filtrada em filtros com porosidade de 0,22 pumol.L™ (Milipore) e quantificada pelo
método do acido bicinchonico (BCA) (WALKER, 1994) utilizando o kit BCA protein
assay reagent (Thermo Scientific).

3.8.7 Subclonagem de parE em pPICZoA e pGAPZaA

Os insertos foram retirados do vetor pTZ57R/T por digestdo com enzimas de
restricdo EcoR1 e Sall em Buffer Orange (Fermentas®), assegurando as condi¢cbes
reacionais das enzimas purificadas e ligadas ao vetor de expressdo pPICZoA e
pGAPZoA (Figura 18) previamente digeridos com as mesmas enzimas. Utilizou-se 2
puL de parE (20 ng/ pL), 1,5 pL de pPICZaA (150 ng/ pL), assim como para
pGAPZaA (170ng/ pL), 2 pL de buffer Invitrogen®, 1,5 U de enzima ligase T4
Invitrogen® e 3 pL de agua totalizando 10 puL de solucgédo final, a qual foi incubada

over night.
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Foi realizada a transformacdo das construcoes parE-pPICZaA e parE-
pGAPZaA, adicionando-se 200 uL de células de E.coli DH5a e aproximadamente 90
ng de cada um dos plasmideos, homogeneizando-se lentamente. Posteriormente,
cada uma das solucdes foi colocada em banho de gelo por 10 minutos. Apds o
periodo, cada solucdo foi incubada por exatamente 90 segundos a 42°C e
novamente colocadas em banho de gelo por 2 minutos. Acrescentou-se entdo, 800
puL de meio LB as solucfes e as mesmas foram incubadas a 37°C por uma hora. As
solucdes foram plagueadas em meio contendo Zeocina e incubadas a 37°C over
night.

Os processos de in6culo de células e mini preparacado plasmidial e PCR (para
confirmar a presenca do inserto no plasmideo) ja mencionados anteriormente foram

realizados, utilizando, no entanto, Zeocina como antibiético no primeiro processo.

Figura 18 - Mapa dos vetores pPICZA e pGAPZA utilizados para clonagem de ParE

Fonte: INVITROGEN 2010.
3.8.8 Preparacgédo do DNA para transformacéo em P. pastoris

Aproximadamente 70 ng do plasmideo pGAPZaA contendo o gene de parE foi
linearizado por digestdo com a enzima XMJI (AVRII). Este processo foi confirmado
por eletroforese em gel de agarose.

Apé6s a confirmacdo da linearizacdo realizou-se precipitacdo da solucao
utilizando 5 pL de acetato de s6dio & 3 mol.L™ pH 5,2 e 125 pL de etanol 100%. A
solucdo foi homogeneizada e incubada a -80°C em um periodo de 15 minutos
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subsequentemente centrifugada a 16.000 RCF por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi desprezado e o sedimento foi lavado com 500 pL de etanol 80% e
novamente centrifugado nas condi¢cdes anteriores. O sobrenadante foi desprezado e

o pellet, apds secar em temperatura ambiente, foi ressuspenso em 10 pL de agua.
3.8.9 Producéao de células competentes de P. pastoris

Células competentes de P. pastoris cepa KM71H foram produzidas de acordo
com a metodologia de Cregg e colaboradores (1993). Foi realizado um pré-inéculo
com esta cepa em 5 mL de meio YPD em um erlenmeyer de 250 mL e incubado a
30°C sob agitacdo de 250 rpm. ApGs 8 horas foi adicionado 50 pL do pré-inéculo em
50 mL de YPD e novamente incubado as condi¢Bes anteriores (over night). A
densidade o6ptica foi medida a 600 nm podendo variar entre 1 e 1,5.

A solucao foi dividida em dois frascos, cada um contendo 25 mL, e as células
foram entdo centrifugadas (Sorvall) a 1.500 RCF durante 5 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi desprezado e o sedimento ressuspenso em 5 mL de uma solucao
contendo YPD e HEPES 1 mol.L™, posteriormente foi adicionado 125 uL de DTT 1
mol.L™, homogeneizado e incubado & 30°C por 15 minutos. Adicionou-se a cada
tubo Falcon, 25 mL de agua gelada repetindo o processo de centrifugacado citado
anteriormente neste protocolo. Posteriormente, este processo foi repetido utilizando
12,5 mL de &gua seguidos do processo centrifugacdo. As etapas posteriores
consistiram no mesmo procedimento anterior, no entanto, utilizou-se 1 mL de sorbitol
1 mol.L™! gelado e novamente com 50 pL de sorbitol 1mol.L™ gelado. Ao final desta

etapa foram feitas aliquotas de 40 pL de células para a transformacao.

3.8.10 Transformacao de P. pastoris por eletroporagéo

O DNA linearizado (20 pg) foi adicionado as ceélulas competentes,
homogeneizados suavemente e incubados por 5 minutos no gelo. As células foram
eletroporadas nas seguintes condicfes: cubetas de 0,2 cm (BioRad) capacitancia de
25 uF, resisténcia minima de 200Q), resisténcia maxima de 600Q e voltagem de
1,5KV. Adicionou-se as células 1 mL de sorbitol 1 mol.L™ (JT Baker), a qual, foram

incubadas por 2 horas a 25°C sem agitacao.
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As células recombinantes foram selecionadas em 3 placas de YPDS contendo
antibiotico Zeocina™ em diferentes concentracdes (1% e extrato de levedura, 2% de
peptona, 2% dextrose, 1 mol.L™ de sorbitol, 2 % de &gar, 100 pg/mL; 300 ug/mL;
500 pg/mL de Zeocina). Apos 4 dias de incubacdo, as colénias com 0s supostos
recombinantes foram isoladas e submetidas a analise de PCR.

Para a andlise do fendétipo das colbnias crescidas, selecionaram-se colénias
de cada placa e realizou-se uma PCR com os primers 3’AOX1 com a-factor e
5’A0X1 para a confirmacgao do inserto. Os produtos amplificados foram analisados
em gel de agarose e corados com brometo de etideo.

Dentre as colbnias recombinantes, 23 foram avaliadas através de um
processo de inducdo da expressdo em pequena escala em uma placa de 24 pocos
(screening) contendo 2 mL de YPD sob agitacdo (250 rpm) a 29°C. E um dos pocos
foi inoculado um clone como controle positivo. Foram coletadas aliquotas de 200 uL
a cada 24 horas até serem completadas 96 horas de indugdo. Os intervalos foram
analisados em gel de SDS-Page, e o clone selecionado para producdo em maior

escala, foi o que aparentemente apresentou maior producao.
3.8.11 Producdao e purificacdo de proteinas recombinantes

Para a tentativa de producdo de ParE em maior escala, retirou-se uma
pequena quantidade de massa celular da placa a qual a colénia foi selecionada e
crescida em 10 mL de meio YPD, sob agitacdo de 250 rpm a 29°C. Posteriormente,
utilizou-se 200 pL desta solucdo para inocular em 200 mL de meio YPD, por 96
horas a 29°C, sob agitacéo de 250 rpm.

Apbs o processo de inducéo, a cultura foi centrifugada a 20°C por 5 minutos a
3000 g, o sobrenadante foi retirado e filtrado em membrana de nitrocelulose 0,45 um
(Millipore) e purificada por cromatografia de afinidade utilizando uma coluna
carregada com 3 mL de resina Ni-NTA Superflow (Qiagen).

3.9 Cromatografia de Afinidade
A coluna utilizada para os ensaios de cromatografia de afinidade foi

preparada através da imobilizacdo da sequéncia ParEAC2C, em uma resina EAH-

Sepharose, seguindo as especificacdes do fabricante e previamente preparada pela
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introducdo do espacador acido e-maleimidocaproico (MARCHETTO et al., 2001).
Resumidamente, 2 mL de EAH-Sepharose 4B foram colocadas para reagir com 80
mg do acido e-maleimido-caproéico e 70 mg da carbodiimida hidrossoluvel EDC, em 3
mL de uma mistura contendo agua:etanol (2,5:1,5), ajustando o pH para 4,5, por um
periodo de 20 horas a temperatura ambiente. ApOGs este periodo, a resina foi
recolhida em uma seringa de polipropileno, contendo um filtro de polietileno poroso,
e lavada sucessivamente (6 X 10 mL cada) com: mistura agua:etanol (1:1); agua;
tampédo acetato pH 4,0; agua; tampdo Tris.HCl 10 mmol.L?, pH 8,0 (NaCl 50
mmol.L™); 4gua; etanol e novamente agua. A resina foi entdo acetilada, adicionando-
se 2 mL de &cido acético 1 mol.L™" e 190 mg de EDC, por um periodo de 2 horas, ou
até teste de ninidrina se apresentar negativo e confirmar a auséncia de grupos
aminas primarias livres. A resina assim obtida foi dividida em frac6es para o preparo
de duas colunas (1mL cada), sendo uma delas utilizada como controle negativo.

Assim, uma coluna, foi empacotada com 1 mL de resina, lavada e equilibrada
em tampdao fosfato pH 7,8. Adicionou-se cerca de 3 mg do peptideo ParEAC2C
(Figura 15) dissolvido em tampao fosfato pH 7,8. Deixou-se sob agitacdo por um
periodo de 20 horas. Apés esse periodo, lavou-se exaustivamente a resina com
tampao fosfato, agua e finalmente tamp&o Tris.HCI 10 mmol.L™, pH 7,2 (20 mmol.L*
de NaCl). Repetiu-se o procedimento por 3 vezes, reutilizando os peptideos
recuperados no processo de filtracdo. Uma aliquota de cada uma das amostras foi
retirada e liofilizada, para analise de aminoacidos.

Uma solucdo de ParDTB1 536 pymol.L™ (500 uL), foi inserida na coluna e ap6s
1 hora de contato a temperatura ambiente, foi eluido da coluna através de lavagens
sucessivas com tampdo de eluicdo (Tris.HClI 10 mmol.L™?, pH 7,0), até que as
fracbes recolhidas ndo apresentassem mais emissdo de fluorescéncia a 360 nm
(excitacdo a 280 nm). A eluicdo de ParDTB1 retido na coluna, foi realizada com
NaCl (solucdes tamponadas 0,4 e 4 mol.L™), sendo feita a troca de solucdes
somente apds a estabilizacdo das leituras de fluorescéncia (excitacdo a 280 nm e
emissdo a 360 nm). Ao final a coluna foi reequilibrada com o tampao de eluigéo.

Este procedimento foi repetido para as demais solu¢cdes de ParDTB3 (690
pumol.L™Y), ParDTB5 (445 pmol.L) e ParDTB6 (458 pmol.L™). Para estudos
envolvendo a antitoxina ParD, uma solucéo estoque da proteina, a 34 mmol.L™ foi
utilizada.
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3.10 Estudos de Fluorescéncia

A espectroscopia de fluorescéncia é uma das principais técnicas aplicadas em
estudos com proteinas e peptideos, mais especificamente em analises estruturais,
conformacionais e de interagcdes com outros tipos de estruturas moleculares. Isto se
deve a sensibilidade da técnica e da favoravel escala de tempo do fenémeno da
fluorescéncia. Essa técnica baseia-se na propriedade de certos grupos quimicos,
denominados cromoforos, de absorver e emitir radiacdo eletromagnética (CAIRES,
2014).

A fluorescéncia de peptideos e proteinas deve-se a presenca de fluoréforos
naturais, mais especificamente os residuos de aminoacidos arométicos triptofano
(W) e tirosina (Y), que absorvem luz na faixa espectral de ultravioleta. A fenilalanina
(F) também apresenta fluorescéncia, mas possui um rendimento quantico muito
baixo e, por isso, sua emisséo é raramente observada. Os espectros de emisséo de
proteinas e peptideos séo sensiveis a interacdo com substratos, reacdes de
associacao e desnaturacdo. Geralmente séo excitados a 280 nm, devido a absorcéo
dos residuos de triptofano e tirosina, entretanto, a emissdo de cada um dos
aminoé&cidos ocorre em comprimentos de onda diferenciados, como por exemplo,
303-305 nm para o residuo de Tyr e 345-360 nm para o residuo de Trp. Pequenas
variacfes nestes valores maximos podem ser observadas em raz&o da variacdo das
propriedades de transmissdo dos componentes épticos dos diferentes instrumentos
empregados na andlise (CAIRES, 2014).

O ambiente que envolve os fluoréforos esta diretamente relacionado com a
frequéncia de emissdo dos mesmos. Alteragdo no meio seja por variagbes na
polaridade, proximidade de moléculas especificas, processos de interacfes
moleculares, incluindo agregacdes e associacbes com membranas, podem alterar a
energia do estado excitado e, consequentemente, a frequéncia de emissao. Neste
caso, variagdes no Amax de emissdo, na intensidade de fluorescéncia, no rendimento
qguantico, entre outros, podem ser utilizadas na avaliacao de propriedades estruturais
e de processos de interagdo das moléculas peptidicas.

O fenbmeno de supressao intermolecular da fluorescéncia esta relacionado a
qualquer processo que resulte na diminuicdo da intensidade de fluorescéncia da
substancia analisada (fluoréforo). Esta diminuicdo pode estar relacionada com a

ocorréncia de dois tipos de processos, dindmico ou estatico, ambos dependentes do
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contato molecular entre o fluor6foro e o agente supressor. No caso do processo
dindmico, também conhecido como supressao colisional, o supressor deve colidir
com o fluoroforo durante o tempo de vida do estado excitado. Com o contato, 0
fluoréforo volta ao estado padréo, sem a emissao de féton. J& no processo estatico,
um complexo é formado entre o fluor6foro e o supressor, e 0 mesmo ndo apresenta
fluorescéncia e o tempo de vida no estado excitado ndo € afetado (HOLLER et al.,
2009). A ocorréncia de supressdo depende do mecanismo envolvido, que por sua
vez depende da estrutura das moléculas individuais.

Neste contexto, a supressao de fluorescéncia do peptideo sintético derivado
da toxina ParE (ParEAC2), pelos peptideos analogos ParDTB1, ParDTB3, ParDTB5
e PArDTB6 foi determinada como uma funcdo da concentracdo de cada um deles.

Para este procedimento, aliquotas (2 — 30 pL) de uma solucdo estoque de
ParDTB1 (536 umol.L™"), ParDTB3 (690 umol.L™), ParDTB5 (445 umol.L™) ou
ParDTB6 (458 umol.L™), foram adicionadas a uma solucdo 25 umol.L™* de ParEAC2
(400 pL) em tamp&o padrdo (Tris.HCl 10 mmol.L™, pH 7,2 / NaCl 20 mmol.L™ /
MgCl, 5 mmol.L™?), & 25°C. Antes da medida da fluorescéncia, as amostras foram
homogeneizadas e equilibradas no suporte de cubeta com o obturador de excitacéo
fechado. O comprimento de onda de excitacdo foi de 280 nm, com a emisséo
medida a 360 nm.

No intuito de se evitar a contribuicdo dos analogos de ParD, que apresentam
igualmente um residuo de triptofano, nas medidas de fluorescéncia de ParEAC2,
ensaios paralelos foram executados, nas mesmas condi¢cdes anteriores, porém na
auséncia de ParEAC2. Os valores de emissao intrinseca de cada analogo de ParD,
na regido de analise, foram entdo utilizados na correcdo da emissdo de
fluorescéncia de ParEAC2, subtraindo a fluorescéncia obtida na auséncia dos
analogos peptidicos dos valores de fluorescéncia na presen¢a dos mesmos, obtidos
apos a adicao de cada aliquota.

Nos estudos envolvendo a antitoxina ParD, uma soluc¢édo estoque da proteina,
a 34 mmol.L™ foi utilizada. Aliquotas (2 a 30 pL) de ParEAC2 (314 mmol.L™) foram
entdo adicionadas e a fluorescéncia medida a 350 nm, com excitagcéo a 280 nm.

A intensidade de fluorescéncia observada, em todas as condicfes, foi
corrigida para perda de sinal devido ao efeito de diluicdo e por efeito de filtro éptico
(BORISSEVITCH, 1999).
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Os dados extraidos das analises de fluorescéncia foram representados em
graficos de Stern-Volmer, de forma que a variacdo da fluorescéncia relativa de
ParEAC2 (Fo/F) foi avaliada em fungcdo da concentracdo de cada um dos analogos
de ParD (Q). No caso da proteina ParD, a variacdo da fluorescéncia relativa da
proteina foi avaliada em funcdo da concentracdo de ParEAC2.

As constantes de supresséo para cada ensaio foram determinadas a partir do

coeficiente angular da curva descrita pela equacao abaixo.

Fo =1+ K [Q] Equacéo 1
F
Nesta equagédo, FO e F representam a intensidade de fluorescéncia do
peptideo ParEAC2 ou da antitoxina ParD, na auséncia e na presenca dos analogos
de ParD ou ParEAC2, respectivamente, K, representa a constante de supresséo e
Q a concentracao dos peptideos adicionados (LAKOWICZ, 2006).
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4 Resultados e Discussao

4.1 Estudos Computacionais

Através de estudos computacionais, foram realizadas na sequéncia de ParD
um estudo in silico, investigando modelos estruturais para analisar as interacoes e, a
partir disto, propor mutacdes para a obtencdo de novas sequéncias de residuos de
aminoacidos. Desta forma, foram realizadas etapas de geracdo de modelos
estruturais, docking entre os modelos de ParE e ParD, avaliacdo dos complexos
através de analise da superficie acessivel ao solvente, dindmica molecular com
arrefecimento simulado (simulated annealing) e estudo de escaneamento de alanina
(alanine scanning). Estes sucessivos estudos sugeriram que as interagbes entre
ParD e ParE podem ocorrer principalmente através de suas interfaces hidrofébicas.
Desta forma, foram identificadas sequéncias de novos analogos da antitoxina
(sequéncias mutadas) capazes de apresentar interacdes mais favoraveis com ParE
do que a proteina nativa.

A modelagem molecular destes peptideos foi realizada inicialmente pelo
servidor, I-TASSER (ROY et al., 2010), que faz parte dos melhores servidores para
geracdo de modelos de proteina segundo o CASP (Critical Assessment of Protein
Structure Prediction (MOULT et al., 2014). Foram geradas mutacdes na sequéncia
de aminoacidos (D39 — Gb54) produzindo as sequéncias peptidicas ilustradas na
Figura 19. Os melhores complexos com ParE, foram submetidos a simulag¢des de
dindmica molecular, avaliando os clusters de conformacbes e submetendo os

melhores a estudos de AS.
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Figura 19 A) Sequencias de aminoacidos de analogos da antitoxina ParD obtidas por
modelagem molecular. B) Estrutura de peptideo analogo da proteina ParD predito por
modelagem molecular (ParDTBL1 - sequéncia em destaque).

(A) ParDTB1 SQDVDQLWQQLKKMLN PardTB5 SKVLTQLWQQLKKMLN
ParDTB2 SQDVTELWQQLKKMLN ParDTB6 SKNLTQLWQQLKKMLN
ParDTB3 SQONVTQLWQQLKKMLN ParDTB7 SHDLTQLWQQLKKMLN
ParDTB4 SHDLTQLWQQLKKMLN Original DADADQAWQELKTMLG

(B)

Fonte: Elaborado pela autora.

As interacdes resultantes do processo de simulacdo de dindmica molecular
podem ser analisadas através dos perfis de variacdo da diferenca de energia livre de
Gibbs (AAG) obtidos para cada residuo, através do estudo de AS. Na Figura 20 séo
apresentados os resultados de um estudo de AS para a regido original de ParD (a) e
do analogo ParDTB1 (b). Os residuos localizados na interface do complexo gerado
através do procedimento de docking foram avaliados utilizando o servidor

DrugScorePPIl. A mesma abordagem foi realizada para as demais sequéncias.
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Figura 20 - Perfis de diferenca de variagdo da energia livre Gibbs (AAG) obtidos para os
residuos da interface localizados na regido 39-54 de (a) ParD original docada com ParE e
(b) do peptideo ParDTB1 mutado in silico e submetido ao mesmo estudo (complexo com
ParE). Variagbes negativas indicam que o residuo influéncia de forma desfavoravel no
processo de interagdo e, portanto, constituem sitios apropriados para introduzir mutacdes
que podem melhorar o processo de interacdo na interface das proteinas. Variacbes positivas
indicam que o residuo é importante para a interacao observada no complexo formado.
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Fonte: Elaborado pela autora

Estes resultados sugerem que haveria uma energia maior de interacdo entre
as sequéncias peptidicas mutadas, propostas através deste estudo de modelagem
molecular, do que a sequéncia nativa da proteina ParD. Desta forma, estas
sequéncias foram escolhidas para serem sintetizadas e submetidas aos ensaios

experimentais.
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4.2 Sintese e purificacdo dos peptideos

Apés a etapa de planejamento e desenho da estrutura primaria dos peptideos
analogos de ParD, os mesmos foram sintetizados manualmente pela metodologia da
fase solida de acordo com o protocolo padrédo da estratégia Fmoc/tBu, seguindo as
etapas descritas em Materiais e Métodos. As sequéncias ParDTB1 e ParDTB5
(Figura 14), foram sintetizadas utilizando como suporte, uma resina Rink amida, a
qual resulta em peptideos com um grupamento amida na extremidade C-terminal
apos a clivagem final, e mimetizar uma ligacao peptidica nesta regido.

Deste modo, partindo-se de 1g da resina Rink-amida (0,52 mmol/g), iniciou-se
a sintese das sequéncias ParDTB1 e ParDTB5, pelo acoplamento dos 11 primeiros
residuos, comuns as duas sequéncias. Apés a sintese do hendecapeptideo,
interrompeu-se o0 processo de sintese, realizou-se a desprotecdo e procedeu-se com
a lavagem e secagem da peptidil-resina, obtendo-se ao final 2,230 g.

Em seguida, esta massa de peptidil-resina, foi dividida em duas partes
aproximadamente iguais, prosseguindo-se com a sintese dos respectivos peptideos,
obtendo-se ao final 1,268 g de ParDTB1-resina e 1,332 g ParDTB5-resina.

Para os peptideos ParDTB3 e ParDTB6, cujas sequéncias foram planejadas
de modo a manter o residuo de asparagina C-terminal com o grupo carboxilico livre,
utilizou-se como suporte de partida, uma resina de Wang contendo Fmoc-Asn(trt)
pré-incorporado.

Neste caso, partindo-se de 1g de Fmoc-Asn(trt)-Wang resina (0,62 mmol/g),
iniciou-se a sintese, até o acoplamento dos 12 primeiros residuos comuns as duas
sequéncias. Interrompeu-se o processo de sintese, realizou-se a desprotecéo,
seguida da lavagem e secagem da peptidil-resina, obtendo-se ao final 2,532 g.

Em seguida esta massa foi dividida em duas partes de massa
aproximadamente iguais, prosseguindo com a sintese, pelo acoplamento dos
residuos de aminoacidos especificos de cada sequéncia, tendo sido obtido ao final,
1,652 g de ParDTB3-resina e 1,549 g ParDTB6-resina.

Em todos os peptideos, a regido N-terminal foi acetilada empregando anidrido
acético apdés o término da sintese. Isto foi necessario para mimetizar a ligacao
peptidica na regido, visto que em todos os peptideos, o residuo da extremidade N-

terminal corresponde a um residuo interno da sequéncia da antitoxina.
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Ao final, todos analogos foram clivados da resina, precipitados, extraidos e
liofilizados de acordo com o protocolo descrito em Materiais e Métodos.

Apols as etapas de sintese, clivagem e liofilizacdo, uma pequena quantidade
de cada peptideo liofilizado (aproximadamente 1 mg) foi dissolvida em 1 mL de agua
ultrapura, filtrada e submetida a analise qualitativa por CLAE, como descrito em
Materiais e Métodos. De acordo com os resultados encontrados a partir desta
analise, obteve-se o tempo de retencdo e a porcentagem de solvente para cada
peptideo, assim foram definidas as condi¢cGes relativas e as concentracfes de
solvente para cada purificacdo em escala semi-preparativa. As fracdes provenientes
do processo de purificacdo foram submetidas novamente a analises por CLAE em
modo analitico. O contetddo dos tubos denominados puros foi reunido e liofilizado.
Posteriormente foram analisados por CLAE em modo analitico para confirmacédo da
pureza. O perfil de cada peptideo analogo de ParD bruto e puro estdo representados
de forma comparativa, nas Figuras de 21 a 24.

Figura 21- Perfis cromatograficos obtidos em escala analitica para o peptideo ParDTB1
antes (A) e apo6s (B) purificagdo. Coluna de fase reversa C18 Shimadzu (250 x 4,6 mm; 5
um; 300 A). Gradiente linear de 5-95% de solvente B (A: agua, 0,045% TFA; B: ACN,
0,036% TFA) em 30 minutos, fluxo de 1 mi/min e deteccdo a 220 nm. Condicbes da
purificacdo: Coluna de fase reversa Japiter C18 (250 x 10 mm; 10um; 300 A) com um
gradiente linear de 30 — 60% de componente organico (acetonitrila; agua; 0,036% TFA), em
120 minutos, fluxo de 3,0 mL/min e detecgdo a 220 nm.
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Fonte: Elaborado pela autora.



67

Figura 22 - Perfis cromatograficos obtidos em escala analitica para o peptideo ParDTB6
antes (A) e apds (B) purificacdo. Coluna de fase reversa C18 Shimadzu (250 x 4,6 mm; 5
um; 300 A). Gradiente linear de 5-95% de solvente B (A: agua, 0,045% TFA; B: ACN,
0,036% TFA) em 30 minutos, fluxo de 1 ml/min e deteccdo a 220 nm. Condi¢cdes da
purificacdo: Coluna de fase reversa Jupiter C18 (250 x 10 mm; 10um; 300 A) com um
gradiente linear de 30 — 60% de componente organico (acetonitrila; agua; 0,036% TFA), em
120 minutos, fluxo de 3,0 mL/min e detecg&o a 220 nm.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 23 - Perfis cromatograficos obtidos em escala analitica para o peptideo ParDTB3
antes (A) e apo6s (B) purificagdo. Coluna de fase reversa C18 Shimadzu (250 x 4,6 mm; 5
um; 300 A). Gradiente linear de 5-95% de solvente B (A: agua, 0,045% TFA; B: ACN,
0,036% TFA) em 30 minutos, fluxo de 1 ml/min e deteccdo a 220 nm. Condi¢cbes da
purificagdo: Coluna de fase reversa Jupiter C18 (250 x 10 mm; 10um; 300 A) com um
gradiente linear de 30 — 60% de componente organico (acetonitrila; agua; 0,036% TFA), em
120 minutos, fluxo de 3,0 mL/min e detecg&o a 220 nm.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 24- Perfis cromatogréficos obtidos em escala analitica para o peptideo ParDTB5
antes (A) e apds (B) purificacdo. Coluna de fase reversa C18 Shimadzu (250 x 4,6 mm; 5
um; 300 A). Gradiente linear de 5-95% de solvente B (A: agua, 0,045% TFA; B: ACN,
0,036% TFA) em 30 minutos, fluxo de 1 ml/min e deteccdo a 220 nm. Condi¢cbes da
purificagéo: Coluna de fase reversa Jupiter C18 (250 x 10 mm; 10um; 300 A) com um
gradiente linear de 30 — 60% de componente organico (acetonitrila; agua; 0,036% TFA), em
140 minutos, fluxo de 3,0 mL/min e deteccdo a 220 nm; posteriormente, Coluna de fase
reversa C18 Shimadzu (250 x 4,6 mm; 5 um; 300 A), com um gradiente linear de 30-60% de
componente organico, em 60 min, fluxo de 1 mL/min e detecc¢do a 220 nm.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Pode-se observar que os perfis cromatograficos dos peptideos puros
apresentaram um unico pico em relagdo aos perfis cromatograficos dos peptideos
brutos. O parametro tempo de retencdo dos peptideos puros foi praticamente
mantido em relacdo ao pico correspondente no extrato bruto, e a pureza relativa
demonstra que os métodos utilizados foram adequados.

Na sintese do peptideo ParEAC2 (Figura 15) foi utilizado o mesmo protocolo
utilizado para os analogos de ParD, diferenciando-se na resina de partida que foi
uma Rink Amida MBHA com grau de substituicdo de 0,59 mmol/g. O uso desta
resina, resulta em peptideos com um grupamento amida na extremidade C-terminal
apos a clivagem final. Isso foi necessario para mimetizar a ligacdo peptidica nesta
regido, pois nestes peptideos o residuo da extremidade C-terminal corresponde a
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um residuo interno da sequéncia da toxina. Neste peptideo, assim como para 0s
analogos de ParD, a regido N-terminal foi acetilada com o anidrido acético apés o
término da sintese. Este procedimento foi necessario também para mimetizar a
ligacdo peptidica na regido, visto que em todos os peptideos o residuo da
extremidade N-terminal corresponde a um residuo interno da sequéncia da toxina.

Assim, empregando-se 400 mg desta resina, partiu-se para sintese da
sequéncia ParEAC2, obtendo-se ao final, 850 mg da respectiva peptidil-resina.

Uma porcdo de aproximadamente 350 mg da peptidil-resina obtida, foi
utilizada, para acoplamento de um residuo de cisteina na extremidade N-terminal, de
forma a obter a sequéncia ParEAC2C (Figura 15), para ser empregada nos ensaios
de cromatografia de afinidade.

Apos a etapa de sintese, clivagem e liofilizacdo, assim como no caso dos
analogos de ParD, uma pequena quantidade de cada peptideo liofilizado
(aproximadamente 1 mg) foi dissolvida em 1 mL de &gua ultrapura, filtrada e
submetida a analise qualitativa por CLAE, como descrito em Materiais e Métodos. A
partir dos resultados de tempo de retencdo e porcentagem de solvente obtidos
nestas analises, foram definidas as condi¢des relativas a concentracao de solvente
para purificacdo dos peptideos em escala semi-preparativa. As fracdes provenientes
do processo de purificacdo foram analisadas por CLAE em modo analitico. O
conteudo de cada tubo que apresentou o perfil desejado, foi unido e liofilizado.
Posteriormente, uma amostra foi submetida novamente a analise em CLAE para
confirmar sua pureza. Os perfis cromatograficos de ParEAC2 e ParEAC2C, antes e
apos a purificacao estdo representados nas Figuras 25 e 26, respectivamente.

Para ParEAC2 e ParEAC2C também ¢é possivel observar que os perfis
cromatograficos das fragcdes puras apresentaram um Unico pico em relacdo ao perfil
cromatografico do peptideo bruto. Novamente, o parametro tempo de retencédo do
peptideo puro foi praticamente mantido em relacdo ao pico correspondente no
extrato bruto, e a pureza relativa demonstra que os métodos utilizados foram

adequados.
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Figura 25 - Perfis cromatograficos obtidos em escala analitica para o peptideo ParEAC2
antes (A) e apoés (B) purificacdo. Coluna de fase reversa C18 Jupiter Phenomenex (250 x
4,6 mm; 5 um; 300 A). Gradiente linear de 5-95% de solvente B (A: agua, 0,045% TFA; B:
ACN, 0,036% TFA) em 30 minutos, fluxo de 1 ml/min e deteccdo a 220 nm. Condi¢cbes da
purificacdo: Coluna de fase reversa Jupiter C18 (250 x 10 mm; 10 ym; 300 A) com um
gradiente linear de 20-60% de componente organico (acetonitrila; agua; 0,036% TFA), fluxo
de 3,0 mL/min e deteccédo a 220 nm.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 26 - Perfis cromatograficos obtidos em escala analitica para o peptideo ParEAC2C
antes (A) e apos (B) purificacdo. Coluna de fase reversa C18 Jupiter Phenomenex (250 x
4,6 mm; 5 ym; 300 A). Gradiente linear de 5-95% de solvente B (A: 4gua, 0,045% TFA; B:
ACN, 0,036% TFA) em 30 minutos, fluxo de 1 mli/min e deteccdo a 220 nm. Condi¢cGes da
purificacdo: Coluna de fase reversa Jupiter C18 (250 x 10 mm; 10 ym; 300 A) com um
gradiente linear de 20-60% de componente orgéanico (acetonitrila; agua; 0,036% TFA), fluxo
de 3,0 mL/min e deteccédo a 220 nm.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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4.3 Espectrometria de massas

A caracterizacdo dos peptideos sintetizados foi realizada através de ensaios
de espectrometria de massas. Os valores de massa molecular obtidos no modo
electrospray positivo [ES m/z: (M + H)"], estdo apresentados na Tabela 4.

Os resultados foram coincidentes com o tedrico esperado, confirmando a
identidade das estruturas peptidicas sintetizadas. O conjunto de resultados, permite
concluir que os procedimentos utilizados para sintese, clivagem de peptidil-resina e
metodologias de purificacdo desenvolvidas foram adequados, levando a obtencéo

das sequencias desejadas.

Tabela 4 - Resultado das analises de espectrometria de massas.

Massa
. ES m/z
Peptideo Molecular
(MM)
(g/mol)
+2 1009,1
ParDTB1 2.015,30 +3 673.0
+2 1001,5
ParDTB3 2.001,31 +3 668.0
+2 1000,6
ParDTB5 1.999,43 - 667 .4
+2 1008,5
ParDTB6 2.015,38 - 672.7
+6 738,5
ParEAC2 4.426,03 +5 886,0
+4 1.107,2
+6 755,9
ParEAC2C 4.529,11 +5 906,9
+4 1.133,3

4.4 Dicroismo Circular

Os resultados das andlises de CD correspondem as unicas informagdes sobre
estrutura secundéaria para os peptideos sintetizados e foram utilizados para
correlacionar com os dados obtidos por métodos computacionais.

As analises foram realizadas conforme descrito na metodologia. Utilizou-se

como referéncia para a analise dos espectros, a Figura 27, que mostra as diferentes
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formas de espectros de CD, que sao referentes as possiveis estruturas secundarias
de proteinas. A curva (a) representa 0 espectro caracteristico de estrutura tipo alfa-
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 (b) representa
0 espectro caracteristico de estrutura tipo folha-B e apresenta uma banda positiva
em torno de 196 nm e outra negativa em torno de 218 nm. J4 a curva (c) representa
0 espectro caracteristico de estrutura desordenada, apresentando uma banda

negativa com minimo em torno de 200 nm.

Figura 27 - Espectro de Dicroismo Circular de estruturas secundarias de proteinas
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Fonte: Verli (2014)

Os espectros de dicroismo circular de todos os peptideos analogos de ParD
foram realizados em tampéao fosfato na auséncia e na presenca de 50% de indutor
de estrutura secundaria (TFE), e estéo representados na Figura 28.

Os estudos de modelagem molecular ja direcionavam para a predominancia
de a-hélice, como estrutura secundaria dos peptideos analogos de ParD. A técnica
de dicroismo circular confirmou estes resultados, ao menos quando induzidos a
estruturagcdo. Com exce¢do de ParDTB1, os demais peptideos, em solucao,
mostraram-se desestruturados, passando a adquirir maior ou menor estruturagao em

TFE, sugerindo em todos os casos uma estrutura em a-hélice.
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Figura 28 - Espectros de CD de (a) ParDTB1, (b) ParDTB3, (c) ParDTB5 e (d) ParDTB6 na
auséncia e presenca de 50% TFE
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Fonte: Elaborado pela autora.

O TFE é um solvente eficiente utilizado no estudo de peptideos e fragmentos
proteicos, desde que foi descoberto para promover a formacao de hélice, podendo,
assim, ser aplicado para avaliar o potencial de formacdo deste tipo de estrutura.
Contudo, a origem do efeito do TFE tem sido um assunto de debate consideravel.
Acredita-se que o TFE aumenta a desidratacdo de residuos especificos no interior
de uma hélice, promovendo assim, a estabilidade da hélice. No caso de ParDTB1, a

presenca de uma banda positiva em 190 nm e bandas negativas entre 207 e 222
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nm, caracteriza uma a-hélice, mesmo na auséncia de TFE. Esta estrutura foi
mantida quando TFE foi adicionado ao meio.

Estes resultados estdo de acordo com aqueles previamente descritos para a
estrutura de ParD (OBERER, et al., 2007), que € formada em sua porcéo C-terminal,

por uma estrutura em a-hélice (residuos D39 a K50).

4.5 Producéo de ParD e ParE

As sequencias codificadoras das proteinas ParE e ParD foram obtidas da
empresa GenOne e entregues em vetor de clonagem classico (pBlueScriptkS-), e
em seguida realizada a subclonagem em vetores de expressao.

A proteina ParE apresenta atividade citotdxica a bactéria, dessa forma, foram
empregadas trés estratégias para as tentativas de expressdo das duas proteinas. A
primeira consistiu em subclonar (separadamente) cada gene com suas respectivas
enzimas em pET28A (Figura 17A), de modo que, o fragmento que apresenta a ORF
de cada gene, foi amplificada utilizando os primers ja descritos (Tabelas 2 e 3), com
a sequéncia complementar a extremidade 3’ do gene parD (forward) e 5’ (reverse),
assim como, forward e reverse para parE. Como ParE tem acdo téxica sob a
bactéria, essa estratégia foi baseada em baixo nivel de expressdo para que
quantidades suficientes da proteina pudessem ser obtidas, antes que a toxina
apresentasse sua atividade toxica.

A segunda estratégia consistiu na tentativa de subclonar as duas ORFs
correspondente aos dois genes em um mesmo vector de expresséo (pETDuet-1),
utiizando para amplificacdo o0s primers com suas respectivas sequencias
complementares as extremidades 3’ (forward) e 5 (reverse), de parD e parE
(Tabelas 2 e 3).

Por fim, a terceira estratégia, foi a tentativa de clonar unicamente a ORF
correspondente ao gene de parE, em dois vectores de expressdo para eucarioto
(Pichia pastoris) sendo eles pPICzaA e pGAPzoA (Figura 18) utilizando também
para amplificacdo cada primer correspondente para regido 3’ e 5 descritos na
Tabela 3.

Os produtos da amplificacdo de parD e parE foram ligados ao plasmideo de
propagacdo pTZ57R/T e posteriormente transformados em células de E. coli DH5a.

Dentre as colbnias obtidas selecionaram-se algumas, ao qual foram submetidas a
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uma analise de PCR para confirmacgdo do inserto. As colbnias que apresentaram a
massa molecular correspondente ao inserto, foram submetidas a uma mini-extracao
para obtencdo do DNA plasmidial (dados ndo apresentados). Uma das col6nias
transformadas tanto para pTZ-parD como para pTZ-parE (confirmadas a presenca
do inserto por PCR) foi utilizada como molde para nova amplificacdo utilizando os
respectivos primers citados anteriormente para cada vector.

O produto da PCR apresentou tamanho equivalente ao esperado para parD
(252 pares de base) digerido em EcoRI e Sall para pET28A e EcoRI e Notl para
pETDuet-1 quando analisados em gel de agarose. Ja os produtos de parE nado

amplificaram, como pode ser observado na Figura 29.

Figura 29 - Produtos da PCR em gel de agarose, 1- marcador de peso molecular 1kb; 2-
parE ndo amplificado; 3- parE ndo amplificado; 4- parD restringido com EcoRI e Notl; 5-
parD restringido com EcoRI e Sall (vetor pET28a).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Ao realizar a restricdo com suas respectivas enzimas, montou-se uma reagao
de ligacdo com os produtos amplificados de parD e o vetor pET28a quantificado em
Spectrophotometer NanoDrop obtendo-se uma concentracao de 118,5 ng/pL.

A ligacéo foi transformada em células competentes de E. coli DH5a e dentre
as colbnias obtidas, cinco foram selecionadas realizando uma andlise de restricdo
(com EcoRI e Xhol) das mesmas para confirmar a presenca do inserto em gel de
agarose (resultados nédo apresentados).

Uma das col6nias que apresentava o inserto foi selecionada e utilizada no
ensaio de expressdo em Rosetta (DE3). O processo de producdo e purificacdo de
proteinas foi realizado de acordo ao descrito em metodologia e posteriormente

confirmado em gel de poliacrilamida (SDS-Page; Figuras 30 e 31 respectivamente).
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Figura 30 - Analise de expressdo. 1-Marcador molecular 1kb 2- parD n&o induzido; 3-
Producao de parD em E. coli apds 1 hora de indug¢édo com IPTG; 4- Producéo de parD em E.
coli apés 2 horas de indugdo com IPTG; 5- Producéo de parD em E. coli apos 3 horas de

inducdo com IPTG;6- Producéo de parD em E. coli apds 4 horas de indu¢do com IPTG; 7-
precipitado; 8- sobrenadante em SDS-PAGE 15 %.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 31- Analise de purificacdo de ParD recombinante. SDS-PAGE 15% purificagdo de
ParD. A - Proteina ParD purificada em gradiente de lise com imidazol 100 mmol.L™"; B -
Proteina ParD purificada em gradiente de tampdo de lise com imidazol 250 mmol.L™:
extracao 1; C - Proteina ParD purificada em gradiente de tampéao de lise com imidazol 250

mmol.L™": extracdo 2; D - Proteina ParD purificada em gradiente de tamp&o de lise com
imidazol de 250 mmol.L™": extrac&o 3.

9kDa —> WSS D . < ParD

Fonte: Elaborado pela autora

O processo de indugdo ocorreu a 37°C e nota-se que a maior expressao se
deu em torno de trés horas de inducéo. O fragmento de parD-pET28A foi purificado
(Figura 30) através de cromatografia de afinidade utilizando a fragdo soluvel da
expressao, com uma coluna de niquel, sendo eluida utilizando gradientes de tampao

de lise com imidazol observando em SDS-Page uma banda correspondente a massa
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molecular de ParD. Posteriormente retirou-se o imidazol através do processo de
dialise.

A quantificacdo da proteina se faz necessaria, e pode ser realizada através de
métodos tradicionais tais como a absorbancia em UV a 280 nm, ensaios de &cido
bicinconinico (BCA) em 562 nm, método de Bradford em 470 nm e de Lowry em 750
nm (SMITH et. al. 1987; WALKER 1994).

O método utilizado foi o BCA, de forma que a absorbancia de ParD foi
equivalente a 0,398, valor utilizado para calcular a concentracdo. Este método foi
criado em 1985 por Paul K. Smith na Pierce Chemical Company, e € baseado na
conversdo de Cu® em Cu' em condicbes basicas, denominado de Reacdo de
Biureto, podendo ser influenciado por ligacdes peptidicas e por quatro residuos de
aminoécidos (cisteina, tirosina, cistina e triptofano). A reducao de Cobre pelo BCA é
a concentragdo direta da proteina que pode ser medida por absorbancia em 562 nm
através da mudanca de cor da amostra para roxo (SMITH, et al. 1985). Utiliza-se a
curva de albumina como padrao, ja que a mesma é conhecida, desta forma obteve-
se uma concentracao final de 302 ng/uL de ParD.

Em paralelo a expressao de ParD, foi realizada a amplificacdo da sequéncia
codificante de ParE. O produto da PCR apresentou tamanho equivalente ao
esperado para parkE (315 pares de base) posteriormente digeridas em EcoRI e Sall
para os vetores pET28A, pETDuet-1 de E. coli, pPICZaA e pGAPZoA de P. pastoris.

A construcdo do vetor parE-pET28A foi utilizado para expressao em E.coli,
transformado em Rosetta, e parE-pGAPzaoA foi submetido ao processo de
linearizagdo do DNA.

A primeira tentativa de expressao foi em pET28a, na presenca de glicose,
visto que em protocolos anteriores para expressdo de uma toxina a adicdo de
glicose no meio auxiliava a diminuicédo da citotoxicidade (SAIDA, 2006).

Sabe-se que a expressdo basal (antes do processo de inducgdo-adicdo de
IPTG) pode tornar as bactérias incapazes de produzir altos niveis de proteinas
(PAN; MALCOLM, 2000), e como ParE naturalmente ja apresenta atividade
citotoxica, esse processo deve ser evitado. Por conseguinte, medidas para evitar o
processo de expressdo basal, tal como a adicdo de glicose ao meio de cultura,
diminuem a expressao de proteinas recombinantes.

A expressao realizada a 30°C leva a uma diminuicdo na producéo de

proteinas recombinantes pelo fato de deixar mais lento o processo de expressao,
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além de torna-la mais controlada. Isso favorece o processo de expressdo de
proteinas toxicas, ja que aumenta a estabilidade e a manutencdo do plasmideo na
célula e diminuindo a concentracédo de proteinas no citoplasma. Como ParE é uma
toxina que proporciona a morte da bactéria essa estratégia foi adotada.

Apesar de todos esses processos terem sido adotados na tentativa de
expressdo da toxina ParE, ao analisar o gel de poliacrilamida (resultado né&o
apresentado), ndo foi constatada a presenca de nenhuma banda, sugerindo-se que
com isso, a atividade citotoxica de ParE acarretou a morte da bactéria.

A segunda tentativa de expresséo foi baseada na subclonagem das duas
sequencias de interesse em um Unico vetor de expressdo (pETDuet-1). O vetor foi
submetido primeiramente a digestdo com as enzimas de restricdo EcoRI e Notl para
realizar aa ligacdo com parD. Realizou-se a transformacdo da construcéo de parD-
pETDuet-1 em DH5a e novamente submetidas a restricdo, no entanto com enzimas
de restricdo utilizadas para parE (Ndel e Xhol), ndo obtendo-se éxito na ligacéo
deste.

Como a expressao de ParE em E. coli ndo foi satisfatéria, partiu-se para a
terceira tentativa de expressado, agora em P. pastoris. Apds a confirmacédo do inserto
em pGAPZaA, o plasmideo foi submetido a um processo de linearizagdo com a
enzima de digestdo XMA]jl (AVRII-Thermo Fisher Scientific) e o material linearizado,

foi precipitado (descrito em métodos 3.8.9) resultando em uma concentracédo de 20
ng/uL para posterior transformacéo em células de leveduras.

Para essa transformacao, foram preparadas células competentes (descrito na
secao de materiais e métodos 3.8.9) adicionando o DNA precipitado e promovendo a
eletroporagdo. As colbnias obtidas foram repicadas em uma placa maior, dentre as
quais, 17 coldnias foram selecionadas para realizacdo de um screenig' (crescidas
por 96 horas, coletando aliquotas a cada 24 horas).

Apobs a inducéo e expressdo em pequena escala, uma entre as 17 colbnias foi
selecionada (posterior analise em SDS-Page) para producdo em grande escala. A
analise do gel de SDS-Page do extrato bruto de levedura submetidas a 96 horas de
inducdo demonstrou que nao houve a presenca da banda estimada correspondente

a proteina ParE.

! Procedimento adotado para verificar qual colénia apresenta maior atividade de expressdo proteica
(produgdo em menor escala).


https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/ER1561
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4.6 Cromatografia de Afinidade

Para se avaliar a possibilidade de interacdo entre os peptideos analogos de
ParD e um derivado de ParE, decidiu-se pela técnica de cromatografia de afinidade,
que permite analisar a capacidade de retencdo dos analogos de ParD frente as
colunas contendo ParEAC?2 imobilizado.

Inicialmente, uma resina tipo Sepharose foi funcionalizada pela reacdo com
acido e-maleimidocaproico (Figura 32). Posteriormente, o peptideo ParEAC2C foi
acoplado ao suporte polimérico obtido, por adicdo nucleofilica do grupo tiol da
cadeia lateral da cisteina a dupla ligacdo da funcdo maleimido do &cido
(MARCHETTO et al., 2001). A eficiéncia do acoplamento foi testada por analise de
aminoéacidos, que se mostrou satisfatéria quando comparada com a sepharose sem
0 peptideo incorporado.

Para prosseguir com os estudos de afinidade, solugdes contendo os analogos
ParDTB1, ParDTB3, ParDTB5 e ParDTB6, além da proteina ParD, foram inseridos
um a um a coluna de ParEAC2 e analisados como descrito em Materiais e Métodos,
medindo-se a fluorescéncia intrinseca de cada peptideo. O comportamento
cromatografico de ParD e de cada um dos seus analogos, frente a coluna contendo
ParEAC2 imobilizado, esta representado nas Figura 33.

Figura 32 - Imobilizacdo de ParEAC2C em resina Sepharose.
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Fonte: Adaptado de: Caires (2014).
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Figura 33 - Ensaios de Cromatografia de afinidade com ParEAC2 imobilizado. Amostras:
ParD (A), ParDTB1 (A), ParDTB3 (o), ParDTB6 (e) e ParDTB5 (m). As colunas foram
equilibradas com tamp&o Tris.HCI 10 mmol.L™*, pH 7,0. Eluicdo da coluna foi feita com o
mesmo tamp&o contendo NaCl 0,4 ou 4 mol.L™ como indicado pelas setas. A eluicdo dos
peptideos foi monitorada pela fluorescéncia intrinseca dos respectivos analogos peptidicos
de ParD (excitacdo a 280 nm e emissao a 360 nm) ou da proteina ParD (excitacdo a 280 nm
e emissédo a 350 nm); U.A = Unidade arbitraria.
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Fonte: Elaborado pela autora

A proteina ParD foi a que apresentou maior afinidade para com a coluna
contendo ParEAC2 imobilizado, sendo eluida apés adicdo de uma solucdo de NacCl
0,4 mol.L™. A eluicdo da proteina da coluna sob condicBes suaves sugere que
ligacbes de hidrogénio e nédo interacfes ibnicas, sdo determinantes na interacao
entre a antitoxina ParD e ParEAC2. Qualitativamente é possivel concluir que a
interacao de ParD é mais efetiva, comparada aos peptideos, haja vista a intensidade
de fluorescéncia das fracdes eluidas contendo esta proteina apds o tratamento da
coluna com solucdo contendo NaCl 0,4 mol.L™?. A auséncia de fluorescéncia
significativa, nas fragdes iniciais de lavagem das colunas, corrobora esta concluséo.

Efeito parecido foi observado para ParDTB1, porém em menor intensidade
comparado a proteina. As fragdes iniciais, correspondente a lavagem com tampao,
mostraram pequena emissdo de fluorescéncia intrinseca do peptideo, indicando,
juntamente com a menor intensidade apés eluicdo com NaCl 0,4 mol.L?, uma
interacéo inferior ao observado para a proteina ParD.

Este efeito foi aparentemente gradual, tendo o peptideo ParDTB5 identificado
como aguele com menor interacdo com ParEAC2.
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4.7 Ensaios de Supresséao de Fluorescéncia

Estudos qualitativos de cromatografia de afinidade apontaram para interacéo
entre o peptideo derivado de ParE e a proteina ParD, bem como com 0s seus
analogos sintéticos sendo, aparentemente mais efetiva com a proteina e com o
analogo ParDTB1. Assim sendo, os parametros de interacdo foram estudados
através da andlise de supresséo de fluorescéncia intrinseca do derivado ParEAC2
resultante da possivel interacdo com os analogos de ParD. Do mesmo modo, 0s
mesmos parametros foram avaliados pela supressao da fluorescéncia relativa da
proteina ParD, resultante de uma possivel interagcdo com ParEAC2.

A variagdo da intensidade de fluorescéncia relativa de ParEAC2, no
comprimento de onda de emissdo de 350 nm (Ae= 280 nm) em funcdo da
concentragdo de cada um dos analogos de ParD, bem como da fluorescéncia de

ParD (Aemis = 360 nm) em funcao de ParEAC2, esta representada na Figura 34.

Figura 34 - Representacéo gréafica de Stern-Volmer: 25 pmol.L™ (400 pL) de ParEAC2 e ()
ParDTB1 (2,48-29,41 pmol.L™"), (A) ParDTB6 (2,27-30,86 umol.L™"), (A) ParDTB3 (3,43-
30,55) ou (o) ParDTB5 (1,99-29,86 pmol.L™). A fluorescéncia foi medida a 25°C (excitac&o:
280 nm; emissdo: 360 nm) apds a adicdo das respectivas aliquotas de cada analogo de
ParD. Para a antitoxina ParD: 34 pmol.L™ de ParD e (m) ParEAC2 (1,56-28,55 pmol.L™") e
fluorescéncia medida a 25°C (excitacdo: 280 nm; emissdo:350 nm) apds adi¢cdo das
respectivas aliquotas de ParEAC2.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Dados de supressao geralmente sdo apresentados como uma variagédo de
Fo/F em funcdo da concentracdo de um agente supressor, no caso um dos
peptideos analogos de ParD ou o proprio ParEAC2, no caso do estudo com a
antitoxina, de acordo com a equacao 1. Uma linearidade, como observada na Figura
34, para ParD e todos os peptideos sintéticos, € um indicativo da existéncia de uma
Unica classe de fluordforos, em ParEAC2, como também em ParD, todos igualmente
acessiveis aos supressores.

Por outro lado, essa linearidade na representacdo grafica de Stern-Volmer,
pode indicar tanto uma supressdo dinamica (colisional) como uma supressao
estatica (formacdo de complexo). Ambas podem ser diferenciadas através de uma
avaliacdo comparativa em diferentes temperaturas. A supressao dinamica depende
da difusdo molecular. Como a elevacédo de temperatura resulta em coeficientes de
difusdo maiores, um aumento da constante de supressdo bimolecular é esperado,
com o aumento da temperatura. Em contraste, € provavel que o aumento da
temperatura resulte em uma diminuicdo da estabilidade de complexos, e
consequentemente valores mais baixos para as constantes obtidas para uma
supressao estatica. Desta forma, uma diminuicdo na constante de supresséo, com a
elevacao da temperatura é esperada, no caso de supressao estatica, e o inverso no
caso de uma supressao dinamica ou colisional (LAKOWICZ, 2006). Para ambas, a
dependéncia de Fo/F em relacdo a [Q] (Equacdo 1) € idéntica, exceto que a
constante de supressdo (Ks,), para uma supressdo estatica, corresponde a
constante de associacao (K,) do complexo formado (LAKOWICZ, 2006).

Neste sentido, experimentos de supressédo a 35°C foram executados, com o
intuito de se a identificar o tipo de processo envolvido na supresséao de fluorescéncia
de ParEAC2 ou de ParD.

Na Figura 35, estdo representados os graficos de Stern-Volmer obtidos a 25 e
35°C, para a antitoxina ParD. Como pode ser observado, 0 aumento da temperatura
resultou em uma queda no coeficiente angular da reta, refletindo em uma diminuicéo
da constante de supressao, caracteristico de uma supressao do tipo estatica.

O valor da constante de associacdo (K, = 13,67 x 10* L.mol™") para o
complexo ParD-ParEAC2 a 25°C foi obtido a partir da inclinagéo da curva de Stern-

Volmer, para a identificada supressao estatica.
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Figura 35 - Efeito da temperatura na interacdo do ParD com ParEAC2. O peptideo
ParEAC2 (1,56 a 28,56 umol.L™) foi adicionado a uma solucéo 34 pymol.L™* de ParD (400 pL)
e a fluorescéncia medida apés cada adicdo, (Aex = 280 Nm € (Aemis = 350 nm), a 25°C (A) e
35°C (4).

25°C

35°C

FO/F

(nmol.L1)

Fonte: Elaborado pela autora.

O valor da constante de associacdo (Ko = 13,67 x 10* L.mol™?) para o
complexo ParD-ParEAC2 a 25°C foi obtido a partir da inclinacdo da curva de Stern-
Volmer, para a identificada supresséo estatica.

O valor da constante obtida a 35°C (K, = 7,48 x 10* L.mol™) corresponde a
uma diminuicdo de 45% em relacdo ao valor obtido a 25°C. Valores nesta faixa ja
haviam sido obtidos para diferentes complexos incluindo aqueles obtidos com
proteinas, tais como a soroalbumina humana ou bovina, justificados basicamente
pelas diferencas de estabilidade térmica dos diferentes complexos formados (CUI et
al., 2004).

O mesmo efeito foi observado para os peptideos analogos de ParD (Tabela
5). Como pode ser observado, os valores de K, obtidos a 35°C, foram ligeiramente
inferiores comparativamente aqueles obtidos a 25°C. A elevacdo da temperatura
resulta em uma diminuicdo da estabilidade dos complexos e, portanto, valores mais
baixos na constante de supressao estética, o que explica a diminuicdo na inclinagéo
da curva de Stern-Volmer observada para ParD (Figura 34) e consequentemente no

valor da constante de associacdo (Tabela 5).
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Tabela 5 - Valores de constante de associagdo comparativo®

Amostra Ka (10* L.mol ™) Ka (10* L.mol™)
(25°C) (35°C)
ParD 13,67 7,48
ParDTB1 5,27 3,93
ParDTB3 3,42 1,54
ParDTB5 2,74 1,46
ParDTB6 3,40 1,68

% Ensaios de fluorescéncia executados como descrito em Materiais e Métodos. Misturas de
reacdo contendo ParEAC2 25 umoI.L'1 ou ParD 34 pmoI.L'1 e quantidade variavel de peptideo
ligante. A constante de associacdo (K,) foi determinada pelo coeficiente angular da curva de
Stern-Volmer (LAKOWICZ, 2006).

Estudos anteriores (CAIRES, 2014) ja apontavam para uma interacao,
dependente da extensdo da cadeia peptidica, entre derivados de ParD com
ParEAC2. Nestes estudos, derivados contendo 26 (N58 — A83), 33 (T51 — A83) e 45
(D39 — A83) residuos de aminoacidos, obtidos a partir da extremidade C-terminal de
ParD, formaram complexos estaveis com ParEAC2, com valores de K, crescentes
(0,28, 0,57 e 3,45 x 10* L.mol™, respectivamente) de acordo com o crescimento da
cadeia peptidica. Assim, ja era esperado que a antitoxina ParD, por conter 83
residuos de aminoacidos, formaria um complexo com maior estabilidade e
consequentemente com maior valor de constante de associagao, evidenciando que
a melhor estruturacéo da proteina em solucéo, disponibiliza pontos adicionais para o
processo de interacdo, favorecendo a formagdo de um complexo mais estavel com
ParEAC2.

Comparativamente, os valores de K, descritos na Tabela 6, mostram que a
dimensdo da cadeia polipeptidica ndo é um fator condicional para o processo de
interacdo. Peptideos contendo 16 residuos de aminoacidos, como ParDTB1,
ParDTB3, ParDTB5 e ParDTB6, apresentaram grande capacidade de interagdo com

ParEAC2. Destaque para ParDTB1, que apresentou uma constante de associacéo
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superior aquela obtida para o maior analogo de ParD ja sintetizado (45 residuos de
aminoacidos).

Uma avaliacao estrutural dos peptideos analogos propostos por modelagem
molecular e sintetizados neste trabalho, sinaliza para a importancia da estruturacéao
em a-hélice do peptideo na interacdo com ParEAC2. De fato, o andlogo ParDTB1,
anico a apresentar estrutura deste tipo em solucdo aquosa, prevista por modelagem
molecular e confirmada por dicroismo circular (Figuras 20b e 29a), foi 0 que formou
um produto com maior estabilidade com ParEAC2. Estes resultados estdo de acordo
com aqueles previamente descritos para a estrutura da antitoxina ParD (OBERER,
et al., 2007), que é formada em sua porcdo C-terminal, por uma estrutura em a-
hélice (residuos 39 a 50). Estes autores, consideram esta regido, como de grande
probabilidade de interacdo com a toxina ParE.

ParDTB1 apesar de apresentar a menor hidrofobicidade (0,297) entre os
analogos sintéticos e néo ter carga efetiva em pH 7,0, € o Unico que apresenta carga
negativa (-2), na regidao que diferencia os quatro analogos (residuos 39 — 43). A
presenca desta carga, resultante da presenca de dois residuos de acido aspartico,
deve favorecer ainda mais a interacdo com ParEAC2, positivamente carregado
neste valor de pH.

Estes resultados confirmam que as interagbes avaliadas pelo processo de
simulacdo de dindmica molecular e analisadas através de perfis de variacdo da
diferenca de energia livre de Gibbs (AAG) obtidos por AS, sdo validas e permitem a

predicao de estruturas peptidicas com interagcdes moleculares crescentes.
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CONCLUSOES

A sintese, purificacdo e caracterizagdo dos peptideos utilizando a
metodologia de fase sdélida e LC-MS respectivamente mostraram-se

satisfatorias para a producdo das sequencias propostas.

As estruturas secundarias formadas pelos peptideos propostos por design in

silico foram confirmadas através dos ensaios de dicroismo circular.

A expressao da proteina ParD em E. coli mostrou-se adequada.

O sistema de expressao heteréloga da toxina ParE ndo se mostrou eficiente.

Os analogos de ParD suprimiram a fluorescéncia do peptideo ParEAC2, de

modo estético, caracterizando a formacao de complexos estaveis.

ParEAC2 suprimiu a fluorescéncia da antitoxina ParD, resultado da formacao
de um complexo com uma constante de associacdo elevada, caracterizado

pela melhor estruturacéo da proteina em solucao.

ParDTB1, foi o peptideo que apresentou maior interagcdo com um derivado
de ParE, possivelmente devido a caracteristica anidnica da sua extremidade
N-terminal, que promove a interagéo eletrostatica com ParEAC2 de natureza

catidnica.

O analogo ParDTB1, representa, até o momento, a estrutura peptidica
minima necesséria para a manutencdo dos parametros de interacdo e
formacdo do complexo toxina-antitoxina e, possivelmente, na atividade

antidoto da proteina ParD.
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