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Introducao

A DNA girase é uma enzima essencial para a
manuten¢do do estado topolégico do DNA em
células bacterianas, o que a torna um alvo potencial
para diversos agentes antibacterianos, incluindo a
toxina CcdB (1). CcdB é uma proteina de 11,7 kDa
que, juntamente com o CcdA, seu antidoto, faz
parte de um sistema de morte celular programada
em bactérias. A morte celular é prevenida na
presenca do antidoto, através da formacgdo do
complexo estavel CcdA-CcdB. A obtencdo de
analogos peptidicos do CcdB, estruturalmente
modificados de forma a evitar a formacdo deste
complexo, poderia resultar em uma nova familia de
peptideos antibiéticos inibidores de Girase. Neste
contexto, o objetivo do presente trabalho foi a
sintese quimica de uma série de peptideos
derivados do CcdB, e avaliar a imJoorténcia dos
aminodacidos contidos na regido Arg ° _ Leu®™ no
processo de interagdo com o CcdA.

Resultados e Discussao

Os fragmentos peptidicos derivados do CcdB
(Figura 1) foram sintetizados pela metodologia da
fase solida (SPFS) mediante sintese linear (2),
empregando a estratégia que utiliza o grupo Fmoc
como protetor dos grupos a-aminicos, bem como
grupos labeis ao acido trifluoracético como
protetores das cadeias laterais dos aminoacidos
trifuncionais (3).
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Figura 1. Estrutura priméria dos peptideos sintetizados

Os peptideos foram analisados e purificados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), com
rendimento final na faixa dos 20%, para todas
sequéncias. A identidade quimica foi confirmada
pela obtengdo das respectivas massas moleculares,
4872, 3459 e 2633 g/mol (CcdB2, CcdB3 e CcdB5)
determinadas por espectrometria de massas (ES-
MS positivo).

Ensaios de cromatografia de afinidade, empregando
colunas de Sepharose® contendo cada uma das
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seqliéncias imobilizadas (45), evidenciaram a
importancia da sequéncia Arg % Leu®™, no processo
de interacdo com o CcdA (Figura 2), bem como na
atividade biol6gica do analogo CcdB2.
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Figura 2. Cromatografia de Afinidade de CcdA4l, em
colunas contendo CcdB2 (?), CcdB3 (D) e CcdB5 (&)
imobilizados.

CcdB2 (MIC = 20 uM) e CcdB3 (MIC = 120 pM),
apresentaram inibicdo do superenovelamento do
DNA in vitro, porém a atividade do CcdB5 foi nula, o
que aPéia a teoria de que a regido C-terminal
(ngG Oollol), do CcdB, desempenha papel crucial

na formacao do complexo enzima-CcdB (5).

Conclusoes |

A sequéncia Arg“O—Leu50 € a regido de ligacdo do
antidoto CcdA, e conseqlientemente essencial para
0 processo de inibicAo da atividade do CcdB.
Porém, a auséncia desta seqiiéncia, na estrutura
primaria do CcdB, pode reduzir substancialmente
sua atividade inibitéria. Por outro lado, a regido G
terminal  (WPG'®™), do CcdB, deve ser a
responsavel pelo processo de interacdo entre a
enzima e a toxina.
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