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Introducao

Peptideos com atividade antimicrobiana, miméticos
da toxina intracelular CcdB, estdo sendo utilizados
como modelos para o desenho e sintese de novos
farmacos com aplicacdes na area da satde’. Eles
inibem a acgéo de topoisomerases bacterianas como
DNA girasse e Topoisomerase IV (topo IV), enzimas
responsaveis por catalisar mudangas topoldgicas
essenciais ao metabolismo celular. DNA girase é a
Unica capaz de introduzir super-hélices negativas no
DNA, enquanto que topo IV favorece a atividade de
desencadeamento do DNA*®. Ambas sao exclusivas
de procariotos.

Baseado na estrutura primaria do CcdB natural foi
projetado e sintetizado um novo peptideo, o
CcdBdpl (Figura 1), com o objetivo de testar sua
atividade inibitéria frente as topoisomerases
bacterianas DNA girase e topo IV.
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Figura 1. Estrutura primaria do peptideo CcdBdp1.

Materiais e Métodos

A metodologia de sintese de peptideos em fase
solida (SPFS) é atualmente a mais utilizada para a
sintese de peptideos que contem até 60 residuos de
aminoacidos. O crescimento da cadeia polipeptidica
do CcdBdpl ocorreu em um suporte solido
polimérico, o que caracteriza a sintese em fase
sélida.

A cromatografia liquida em fase reversa (RP-
HPLC) foi empregada para a purificagdo e
caracterizacdo do peptideo apés a sua sintese.

Ensaios de inibicdo da atividade da DNA girase e
topo IV foram realizados incubando-se 1 unidade (U)
de cada uma das enzimas com 0,5 ug de plasmideo
pBR322 relaxado ou superenovelado em um volume
final de reag¢éo de 30 pL, a 37 °C por 60 minutos em
tampéo de ensaio, contendo CcdBdpl em diferentes
concentragoes.

Resultados e Discusséao

O anélogo CcdBdpl possui os residuos de
aminodcidos fundamentais para a interagdo com a
DNA girase (W99, G100 e 1101), incluindo os
residuos que constituem a a-hélice (S87-F98), um
segmento importante para a formacdo da estrutura
do dimero de CcdB (M68-P72) e uma extremidade
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N-terminal com uma B-sheet (M1-K9). Seus trés
fragmentos foram conectados por um linker flexivel
(2), o acido e-amino-capréico.

A atividade inibitéria do CcdBdpl foi avaliada a
partir de concentragBes decrescentes a fim de se
determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM)
frente & DNA girasse e topo IV. A Figura 2
representa o perfil de eletroforese correspondente a
inibicdo da DNA girase frente ao analogo CcdBdp1.

Relaxado —

Superenovelado —

Figura 2. Linha 1, plasmideo pBR322 relaxado,
linha 2, pBR322 relaxado e DNA girase na auséncia
do CcdBdp1l; linhas 3 a 7, pBR322 relaxado, DNA
girase e CcdBdpl nas concentragBes de 200, 100,
50, 25 e 12,5 ymol.L-1, respectivamente.

A inibicdo total da atividade da DNA girase foi
observada a 200 pmol.L™" (linha 3), evidenciando
que o anélogo peptidico CcdBdpl é um novo inibidor
de topoisomerase bacteriana e sua CIM esta no
intervalo de 200 a 100 pmol.L™.

O mesmo tipo de ensaio foi realizado para a
enzima topo 1V, utilizando neste caso o plasmideo
pBR322 no estado superenovelado, j& que a
atividade da topo IV corresponde ao relaxamento do
DNA. A CIM de CcdBdpl encontrada para topo IV
foi de 1,0 pmol.L™.

Conclusodes

O analogo CcdBdpl, derivado da toxina CcdB, é
um novo e potente inibidor da atividade de
topoisomerases bacterianas, podendo ser um ponto
de partida para o desenvolvimento de novas classes
de antibidticos.
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