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O combate de doencas infecciosas através de drogas, requer a identificacdo de um alvo, isto &,
um componente celular, o qual, sob a acdo de uma droga, leva a célula a morte, ou inibe seu
crescimento. Um grupo de enzimas que se tornaram alvos efetivos para agentes terapéuticos sdo as
topoisomerases. Estas enzimas estdo presentes em todas as células (procariotas e eucariotas) e sdao
responsaveis por catalisar, no DNA, mudangas topologicas imprescindiveis para seu metabolismo e,
portanto, para a viabilidade das células. A estrutura em dupla-hélice do DNA, seu superenovelamento
(tor¢do da dupla hélice sobre seu proprio eixo) e a necessidade de separacdo das suas fitas durante a
realizacdo de suas fungdes metabolicas sdo a origem dos problemas topoldgicos solucionados pelas
topoisomerases. Isso ¢ feito através da introdugdo de uma quebra transitoria em um segmento de
DNA, seguida da passagem de outro segmento por essa abertura (Figura 1), de modo a reduzir as
tensdes presentes na molécula devido ao seu estado de compactagcdo ou geradas pela separagdo das
fitas.

Figura 1: DNA circular relaxado, superenovelado e sob e acdo de uma topoisomerase.

As topoisomerases estdo divididas em dois tipos. As enzimas do tipo I quebram apenas um
filamento do DNA, enquanto as do tipo II quebram as duas fitas complementares simultaneamente,
permitindo a passagem de uma dupla hélice através da outra.

A DNA girase é um exemplo de topoisomerase do tipo II, ATP dependente, que consiste de duas
subunidades A (GyrA) e B (GyrB), cuja forma ativa é um heterotetramero do tipo A,B,, e ¢
encontrada em todas as bactérias e ausente em eucariotos. Diferentemente das demais topoisomerases,
a DNA girase ¢ capaz de mediar a introducdo de superhélices negativas em um anel ou loop de DNA
relaxado, desempenhando um papel essencial para os passos de iniciagdo e elongagdo durante a sintese
do DNA, assim como também para os processos de condensagdo e segregacdo cromossomica, sendo,
portanto, de fundamental importancia para a manutencdo celular [1]. Isso faz desta enzima um alvo
importante para a acdo de muitas drogas antibacterianas, incluindo a toxina CcdB.

A toxina bacteriana CcdB € uma pequena proteina de 11,7 kDa, composta por uma seqiiéncia de
101 residuos de aminoacidos (Figura 2), codificada pelo locus ccd do Plasmidio F, e faz parte de um
sistema de morte celular programada ou apoptose, em bactérias da espécie Escherichia coli.

'MQFKVYTYKRESRYRLFVDVQSDIIDTPGRRMVIPLASARLLSDKVSRELYPVVHIGDESWR
MMTTDMASVPVSVIGEEVADLSHRENDIKNAINLMFWGI'!

Figura 2. Estrutura primaria da toxina bacteriana CcdB




De forma geral, um sistema de morte celular programada consiste de um processo ativo que
resulta em suicidio celular, geralmente requerido para eliminagdo de células que perderam sua fungdo
ou células potencialmente perigosas. Em bactérias ¢ mediado por um unico sistema genético, que
consiste de um par de genes que codifica a expressdo de dois componentes, uma toxina estavel e uma
antitoxina instavel que previne a acao letal da toxina [2].

Em E. coli o sistema de morte celular programada é formado pelas proteinas CcdA e CcdB,
codificadas pelos genes letA e letB, respectivamente, no locus ccd (control of cell death) do plasmideo
F. A proteina CcdB ¢ responsavel pela morte celular, agindo como uma toxina de efeito letal sobre a
célula hospedeira. Este efeito ¢ neutralizado pela proteina CcdA, o antidoto, portanto, quando a agéo
do antidoto ndo ¢é preventiva, o CcdB promove a inibi¢do da divisdo celular, levando a morte a
populagdo bacteriana [1].

A agdo toxica do CcdB provoca a morte celular através de um processo que converte a DNA
girase em um agente citotoxico. Interferindo na atuacéo da enzima, o CcdB induz a clivagem do DNA,
catalisada pela girase, ligando-se ao complexo “clivavel” (DNA-enzima) e estabilizando-o, através de
mecanismos ainda pouco conhecidos.

A estrutura cristalina do CcdB foi proposta em 1999 [3] e, empregando uma estrutura existente
do dominio N-terminal de GyrA, um modelo para a¢do do CcdB foi proposto. Este modelo sugere a
inser¢do de uma estrutura dimérica do CcdB no interior de uma cavidade formada por um dimero de
GyrA, direcionando os trés residuos C-terminais (Trp99, Gly100 e Ile101) de CcdB, criticos para sua
acdo toxica, em proximidade intima do residuo Arg462 da GyrA, o qual, quando mutado, tem
conferido resisténcia a acdo do CcdB.

Recentemente, uma estrutura do CcdB com um fragmento N-terminal de GyrA (GyrAl4) foi
publicada e mostrou a formacdo de um complexo globalmente simétrico, com um centro assimétrico,
onde o residuo Arg462 de GyrA esta empilhado entre residuos de Trp99 dos monomeros de CcdB [4].
Isso apoia o modelo proposto por Loris e colaboradores, o qual sugere que uma alteragdo
conformacional envolvendo a abertura do segmento G do DNA ¢ requerida para a ligagdo do CcdB.
Porém, outros autores [5] sugerem que o CcdB e a Girase podem se ligar eficientemente sem
alteracdes conformacionais.

Para contribuir com a elucidagdo do mecanismo de interagdo entre o CcdB ¢ a DNA girase
bacteriana iniciou-se recentemente, um trabalho que envolve a sintese quimica de fragmentos
peptidicos analogos ao CcdB, como um meio de identificar os provaveis sitios de interagdo com a
enzima e na expectativa de desenvolvimento de um novo grupo de moléculas com potencial
antibacteriano. Neste contexto, uma série de fragmentos peptidicos analogos ao CcdB natural foi
sintetizada pela metodologia da fase solida (SPFS) e estratégia Fmoc/tBu. As seqiiéncias sintetizadas
foram projetadas tendo como base a estrutura cristalina do CcdB, incluindo uma a-hélice C-terminal
(residuos Ser84 até¢ Ilel01), uma seqiiéncia aparentemente importante para o reconhecimento do
antidoto CcdA (residuos Arg40 até Leu50) e uma seqiiéncia N-terminal (Metl até Lys9) que contém
uma conformacao tipo B, a qual acredita-se ser responsavel pela insercdo da molécula na membrana
celular. Para avaliagdo da importancia da regido C-terminal do CcdB (Trp99-Gly100-Ile101), no
processo de interagdo e conseqiientemente no processo de inibicdo da atividade da DNA girase,
seqiiéncias com mutacao do residuo Gly100 para Glu, também foram sintetizadas (Figura 3).
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Figura 3. Seqiiéncias peptidicas analogas ao CcdB, sintetizados por SPFS e estratégia Fmoc/tBu




Como uma aproximagdo para avaliar a interagdo dos analogos de CcdB com a DNA girase,
também foi sintetizada uma seqliéncia peptidica mimética da subunidade A da DNA girase de
Escherichia coli. O peptideo modelo a9GyrAN (Acetyl-LR*®* LQKLTGL-NH,) foi construido
considerando as regides que presumivelmente possuem relacdo direta com o processo de interagdo
com o CcdB. Neste sentido, considerou-se o loop (Figura 4) formado pelos residuos Leu461 a Leud469
da GyrA [6], no qual esta inserido o residuo Arg462, considerado fundamental para a formagdo do
complexo CcdB-GyrA.

Figura 4. Estrutura tridimensional da GyrA59; destaque: “loop” onde esta inserido o residuo Arg462.

Para investigar a interacdo entre os andlogos do CcdB com o peptideo modelo a9GyrAN,
primeiramente executou-se uma série de medidas de fluorescéncia dos analogos de CcdB (excitacdo a
280 nm) e analisou-se o efeito de a9GyrAN no respectivo espectro de emissdo (emissdo maxima em
350 nm). Um decréscimo na intensidade de fluorescéncia de CcdB1 e CcdB2, pdde ser observado,
quando foram adicionadas quantidades crescentes de a9GyrAN. Esta supressdo, entre outras, pode ser
um indicativo de que tanto CcdB1 quanto CcdB2 esteja interagindo com a9GyrAN. Alem disso, um
discreto deslocamento do An.x de emissdo, de 2 nm, para comprimentos de onda de maior energia,
evidenciam uma pequena variagdo conformacional das seqiiéncias peptidicas, resultando em uma
menor exposic¢do do residuo de triptofano, apos adigdo de a9GyrAN.

Por outro lado, ensaios de mesma natureza, empregando os analogos mutados CcdBIM e
CcdB2M, mostraram uma menor varia¢do na intensidade de fluorescéncia e auséncia de deslocamento
do Amax, 0 que leva a conclusdo de que os fatores envolvidos na supressdo provocada por a9GyrAN,
nos analogos mutados, sdo distintos daqueles ocasionados nas seqiiéncias naturais, pois as condi¢des
de andlises empregadas foram as mesmas.

Considerando que a cromatografia de afinidade ¢ um bom método de analise qualitativa, ensaios
baseados nesta técnica foram projetados para identificar os processos de interagdo, complementando
desta forma, os estudos de fluorescéncia, que nao foram conclusivos neste caso. Os ensaios foram
executados, usando o peptideo modelo a9GyrAN imobilizado em uma resina tipo amino-Sepharose®,
como fase estaciondria [7]. O comportamento cromatografico de CcdB1 e CcdB1M, usando uma
coluna cromatografica de 1 mL contendo a9GyrAN imobilizado esta representado na Figura 5. CcdB1
apresentou afinidade pela coluna e foi eluido pela adigdo de NaCl 0,4 M em tampao Tris (Tris.HCl
10 mM/NaCl 20 mM/MgCl, 5 mM, pH 7,2). Quando o residuo Glyl00 foi alterado para Glul00
(CcdB1M), uma mudanca previamente encontrada em CcdB de varios isolados clinicos resistentes de
Escherichia coli, a ligacdo de CcdB1 ao peptideo a9GyrAN foi totalmente abolida. Ensaios com
CcdB2 e CcdB2M, apresentaram este mesmo comportamento cromatografico.

Os ensaios de cromatografia de afinidade, mostraram que a retencdo de CcdB1 e CcdB2 na
coluna foi dependente da presenga de Mg, possivelmente porque este ion deve agir como uma ponte
entre o grupo guanidino do residuo Arg462 de a9GyrAN e o anel inddlico do triptofano de ambos
CcdB1 e CcdB2. Neste modelo, duas moléculas de 4agua coordenadas ao Mg~ formam ligacdes de
hidrogénio com o grupo guanidino da Arg462 e uma outra molécula com o nitrogénio do grupo indol.
Outras moléculas de agua coordenadas ao Mg™, devem ser responsaveis pelo ajuste molecular entre



a9GyrAN e os dois peptideos. Por outro lado, a substituicao do residuo Gly100 pelo acido glutdmico,
nas seqiiéncias mutadas, ndo permite este tipo de interagdo, j4 que a carga negativa do grupo Y-
carboxilico exerceria um maior poder atrativo sobre os fons Mg™, promovendo uma desestruturagéo
molecular, ndo permitindo assim, a aproximagdo do residuo Arg462 ao seu sitio de ligagdo nos
peptideos, o que explicaria a auséncia de intera¢do destas seqiiéncias com a coluna cromatografica.
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Figura 5. Cromatogramas de CcdB1 (e) e CcdB1M (A ), em coluna contendo a9GyrAN imobilizado
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