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Artigo

SYNTHESIS, CHARACTERIZATION AND INTERACTION STUDIES OF AN ANALOG OF CcdA ANTITOXIN BY STEADY
STATE FLUORESCENCE. Toxin-antitoxin (TA) systems contribute to plasmid stability by a mechanism called post-segregational
killing. The ccd was the first TA system to be discovered with CcdB being the toxin and CcdA the antitoxin. CcdA, an 8.3
kDa protein, interacts with CcdB (11.7 kDa), preventing the cytotoxic activity of CcdB on the DNA gyrase. As an approach to
understanding this interaction, CcdA41, a polypeptide derived from CcdA, was synthesized by solid-phase methodology and its

interaction with CcdB was analyzed by steady state fluorescence. CcdA41 formed a stable complex with CcdBET2, a peptide

based on CcdB, the more recently described bacterial topoisomerase inhibitor.
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INTRODUCAO

A viabilidade de células bacterianas que abrigam plasmideos
com baixo nimero de cdpias € potencialmente comprometida pela
presenca de produtos codificados por genes plasmidiais, que sao t6-
xicos para a célula. Células que carregam tais plasmideos sobrevivem
porque estes codificam, além da toxina, um segundo produto que age
como um antidoto.! Esses produtos séo codificados por dois genes
organizados em um mesmo operon, € constituem os denominados
sistemas toxina-antitoxinas (sistemas TA).?

A expressao dos genes TA € autorregulada em nivel transcricional;
a antitoxina age como um repressor e a toxina geralmente como um
correpressor, contribuindo assim com a estabilidade do plasmideo, por
um mecanismo denominado morte pés-segregacional. A antitoxina &
uma proteina instavel degradada por uma protease ATP-dependente,
enquanto a toxina € uma protefna estdvel que inibe um processo ce-
lular essencial. Essa diferenca de estabilidade e a meia vida in vivo
das duas proteinas € a chave para a funcionalidade dos sistemas TA.?

Ap6s a divisdo celular, cada célula filha vai herdar alguns dos
complexos toxina-antitoxinas do citoplasma. Quando uma célula
filha ndo herda uma cépia do plasmideo, a sintese da antitoxina nao
€ mais possivel.* A degradacdo da antitoxina, subsequentemente,
levard a liberagdo da toxina, que poderd entdo inibir um determinado
processo celular, levando a célula a morte.

Ccd (control of cell death) foi o primeiro sistema TA identificado e
estd localizado no plasmideo F, com a toxina sendo denominada CcdB
e a antitoxina CcdA.> CcdB € conhecido por atuar em diferentes fases
do ciclo catalitico da DNA girase, uma topoisomerase essencial para as
células bacterianas.® As estruturas cristalinas do CcdB, bem como de um
complexo formado entre 0 CcdB e um relevante fragmento da cadeia
A da DNA girase de Escherichia coli (GyrAl4,) jd foram descritas.”
Nesta tdltima, uma importante interagdo € observada entre o residuo
Trp99 do CcdB e Arg462 da girase. Esses estudos estruturais, associados
aidentificagdo de mutacdes que induzem a perda de atividade citotoxica
do CcdB levaram a conclusdo de que esses residuos desempenham
papel crucial no processo de formagdo do complexo enzima-CcdB.2 A
antitoxina CcdA, quando presente, previne a formagao deste complexo,
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interagindo com o CcdB, através da formagao de um complexo estavel
CcdA-CcdB, antagonizando assim o efeito téxico do CedB.’

Acredita-se que a regido do CcdA que interage com o CcdB resida
nos residuos de aminodcidos carboxiterminais, uma vez que estudos in
vivo mostraram que uma forma truncada, mutante desta proteina, com os
primeiros 31 aminodcidos suprimidos (CcdA41), também neutralizou a
atividade do CcdB, sugerindo que 0 CcdA41 também forma um comple-
x0 com 0 CcdB. ! Por outro lado, estudos de hidrélise mostraram que um
dos loop do CcdB, com uma estrutura varidvel formada pelos residuos
Arg40-Leu50, quando na presenca de CcdA, permanecem protegidos da
acdo da protease LysC, o que evidencia que este segmento deve funcionar
como um provavel sitio de reconhecimento para o CcdA."

A proposta da existéncia de dois tipos de complexos CcdA-CcdB,
dependentes da razdo CcdA:CcdB,'? aliada arecente cristaliza¢do de
um complexo formado pelo CcdB de Vibrio fischeri com um frag-
mento C-terminal de 36 residuos de aminodcidos da antitoxina do
plasmideo F (CcdA_, )" tém proporcionado a base estrutural deste
complexo, porém evidéncias quanto aos residuos de aminodcidos
realmente importantes para a interagdo molecular do CcdA com a
toxina, e vice-versa, Sa0 escassas.

Neste sentido, CcdA41 (fragmento C-terminal de 41 resi-
duos de aminodcidos do CcdA) foi quimicamente sintetizado
empregando-se a metodologia da fase sélida, e a interagdo com
CcdBET?2 e CcdBET3 (andlogos peptidicos do CcdB)!' avaliada
por espectroscopia de fluorescéncia no estado estaciondrio. Evi-
déncias quanto a importancia das regides C-terminal de CcdA e o
loop formado pelos residuos Arg40-Leu50 de CcdB, na formagao
do complexo CcdA-CcdB, sdo sugeridas. CcdA41 formou um
complexo estdvel com o andlogo CcdBET2, com uma constante
de associacdo de 1,5 + 0,2 x 10* M"!, obtida através da técnica de
supressdo na fluorescéncia molecular.'

PARTE EXPERIMENTAL
Material e reagentes
Foram usados N-o-Fluorenilmetiloxicarbonil-aminodcidos

(Fmoc-aminodcidos), Fmoc-Trp-Wang resina, Fmoc-Ile-Wang resina,
Di-isopropilcarbodi-imida (DIC) e 1-hidroxi-benzotriazol (HOBt)



842 Cotrim et al.

(Novabiochem-Ldufelfingen, Switzerland); Di-isopropiletilamina
(DIEA) e 4cido trifluoracético (TFA) (Fluka Chemical Corp); DCM
(diclorometano) e DMF (dimetilformamida) para andlise (Nuclear),
sendo o DMF tratado, borbulhando-se nitrogénio para remog¢ado de
contaminantes volateis e estocado em peneira molecular ativada (4 A)
por um minimo de 30 dias antes do uso; NMP (N-metilpirrolidona)
e acetonitrila (ACN) (Carlo Erba ou Mallinkrodt).

Medidas espectroscopicas

Medidas de absorbancia e fluorescéncia foram feitas em um
espectrofotometro UV-visivel Shimadzu 1601PC e um espectrofluo-
rimetro Varian Cary Eclipse, respectivamente, ambos equipados com
compartimentos de amostra termostatizados, usando uma célula de
quartzo de 1,5 mL e 1,0 cm de caminho 6ptico, contendo uma barra
magnética para homogeneizagio. A largura das fendas de excitagdo
e emissao de fluorescéncia foi de 5 nm, para todas as medidas.

Métodos

Sintese e purificagdo

As sequéncias peptidicas, descritas na Figura 1, foram sintetizadas
manualmente pela metodologia da fase sélida,'® de acordo com o proto-
colo padrao que emprega o grupamento base-labil Fmoc como protetor
dos ai-amino grupos e derivados t-butilicos (z-Bu) para a protegdo da
maioria das cadeias laterais de residuos de aminoacidos trifuncionais'’
usando Fmoc-Trp-Wang resina (0,60 mmol/g) e Fmoc-Ile-Wang resina
(0,30 mmol/g) e DIC/HOBT como agentes de condensacdo. Os grupos
funcionais das cadeias laterais dos Fmoc-aminodcidos foram protegidos
pelos seguintes grupos: tBu (#-butila) para Asp, Glu, Ser, Tyr e Thr; Trt
(tritila) para Asn, Gln e His, Boc (#-butiloxicarbonila) para Lys e Trp e
Pmc (2,2,5,7,8-pentametil-cromano-6-sulfonila) para Arg.

Na etapa de acoplamento de cada aminodcido, foi empregado
um excesso molar de 3 equivalentes para o Fmoc-aminodcido e 3
equivalentes para os reagentes de condensacdo em DCM:DMF (1:1
v/v), por 2 h. A eficiéncia das etapas de acoplamento foi monitorada
pelo teste de Kaiser'8e, quando positivo, o processo era repetido com
50% da quantidade inicial dos reagentes. Quando necessario, era rea-
lizado um processo de acetilagdo usando anidrido acético e DIEA (10
equivalentes cada) em DMF, por 30 min. A clivagem final do peptideo
da resina e a desprotecdo dos grupos protetores das cadeias laterais
foi efetuada com uma solugdo de clivagem (10 mL/g peptidil-resina)
contendo TFA (94,5%), dgua deionizada (2,5%), etanoditiol (2,5%)
e tri-isopropilsilano (0,5%), a 25 °C por 2 h. Os peptideos in natura
foram precipitados com éter dietilico gelado e centrifugados (4 vezes),
dissolvidos em uma soluc@o aquosa de dcido acético 10% e liofilizados.
O rendimento dos peptideos in natura (em peso) situou entre 80 e 90%.

A purificagdo dos peptideos foi realizada por cromatografia liquida
de média eficiéncia (CLME), usando uma coluna de fase reversa Jupiter
C18 (250 x 25 mm; 15 pum; 300 A) com um gradiente convexo de 30 a
60% (CcdBET2 e CcdA41) e de 20 a 50% (CcdBET3) de solvente B
(A:dgua, 0,04% TFA; B: acetonitrila, 0,04% TFA) em 90 min. O fluxo
foi de 3,0 mL/min, com detec¢ao em UV a 220 nm. Andlises das fracoes
foram feitas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em um
cromatégrafo Varian ProStar, empregando uma coluna de fase reversa
Nucleosil C18 (250 x 4,6 mm; 5 um; 300 A), com um gradiente linear
de 20 a 80% de solvente B (A: dgua, 0,045% TFA; B: ACN, 0,036%
TFA) em 15 min, fluxo de 1,5 mL/min e deteccdo a 220 nm.

As andlises de aminodcidos resultaram de acordo com o tedrico
esperado (Hidrélise: HC16 M a 110 °C por 72 h; analisador: Shima-
dzu LC-10A/C-47A). A identidade dos peptideos foi confirmada por
espectrometria de massas com ionizagao por electrospray (ESIMS)
em um espectrometro Micromass, modelo ZMD.
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Figura 1. Estrutura primdria dos andlogos peptidicos sintetizados quimica-
mente pela metodologia da fase solida

Estudos de fluorescéncia

A supressdo da fluorescéncia de CcdA41 pelos andlogos
CcdBET2 e CcdBET3 foi determinada como uma funcdo da
concentracdo destes andlogos, como segue: aliquotas (5-100 uL)
de uma solucdo estoque de CcdBET2 (520 uM) ou CcdBET3
(580 uM) foram adicionadas a uma solug@o 25 uM de CcdA41
(1,0 mL) em tampao padrio (Tris-HCI 10 mM, pH 7.2 / NaCl 20
mM / MgCl, 5 mM), a 25 °C. Antes da medida da fluorescéncia,
as amostras foram homogeneizadas e equilibradas no suporte de
cubeta com o obturador de excitagdo fechado. O comprimento de
onda de excitacdo foi de 280 nm, com a emiss@o medida a 350 nm
(ensaios com CcdBET?2) ou a 355 nm (ensaios com CcdBET3).
Para evitar a contribuicdo dos dois andlogos nas medidas de flu-
orescéncia do CcdA41, ensaios paralelos foram executados, nas
mesmas condi¢des anteriores, porém na auséncia de CcdA41. Os
valores de emissio intrinseca de CcdBET2 e CcdBET3 na regido
de andlise foram, entdo, utilizados na corre¢cdo da emissdo de
fluorescéncia do CcdA41, subtraindo-se a fluorescéncia obtida
dos valores de fluorescéncia do CcdA41, obtidos apds a adicdo de
cada aliquota. A intensidade de fluorescéncia observada, em todas
as condicdes, foi corrigida para perda de sinal devido ao efeito
de dilui¢do e por efeito de filtro 6ptico causada por uma possivel
absorcdo dos andlogos peptidicos."

Os dados obtidos foram representados em um grafico de Stern-
Volmer, onde a variagdo da fluorescéncia relativa do CcdA41 (F/F)
foi avaliada em funcdo da concentra¢do de cada um dos andlogos
CcdBET2 e CcdBETS3. As constantes de associacdo entre estes ana-
logos e 0 CcdA41 foram determinadas a partir do coeficiente angular
da curva descrita pela Equacéo 1, em duas diferentes temperaturas
(25e45°C).

F/F=1+K_[Q] M

onde F, e F representam a intensidade de fluorescéncia do CcdA41,
na auséncia e presenca de um dos andlogos peptidicos, respectiva-
mente, [Q] a concentragdo dos peptideos CcdBET2 ou CcdBET3 e
K a constante de supressdo.”

RESULTADOS E DISCUSSAO
Design e sintese

Baseado na estrutura cristalina do CcdB,’ dois andlogos lineares
desta toxina foram projetados e sintetizados, pela metodologia da
fase sélida.'* No design destes dois andlogos, foram considerados a
o-helice C-terminal de 13 residuos de amino4cidos, o loop formado
pelos residuos Arg40-Leu5S0 (da folha que se projeta para fora da
molécula como uma asa), a folha 3 N-terminal (Met1-Leu9) e os
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residuos Gly100 e Ile101 que parecem desempenhar papel importante
na formacao do complexo CcdB-GyrA."!*

Deste modo, CcdBET2 e CcdBET?3 foram sintetizados e purifica-
dos como descrito na parte experimental. Apds o processo de purifica-
¢do, 14,8 mg (16,5% de rendimento) e 18,0 mg (19,0% de rendimento)
de CcdBET2 e CcdBET3 foram obtidos, respectivamente. HPLC: 25
°C, 8,58 e 8,51 min para CcdBET2 e CcdBET3, respectivamente.
Espectrometria de massas com ionizacdo por electrospray (ESIMS):
m/z (M +4H)™ = 1219 (CcdBET2) e 1154 (CcdBET3); M, = 4871,8
e 3459,2 g/mol, respectivamente.

Uma sequéncia truncada do CcdA contendo 41 residuos de amino-
dcidos tem sido descrita como uma sequéncia simplificada que mantém
amesma atividade antidoto do CcdA.'"° A predigdo da estrutura secun-
déria do CcdA sugere a existéncia de 2 ou 3 a-hélices no dominio C-
terminal do CcdA, justamente na regido de 41 residuos que constituem
a molécula de CcdA41."" Além disso, a prote¢do deste dominio pelo
CcdB, frente a degradagido promovida por proteases, leva a acreditar
que a interacdo do CcdA com o CcdB ocorra nesta regido. Desta forma,
decidiu-se por sintetizar quimicamente esta sequéncia, com o intuito
de se avaliar o grau de interagio com os diferentes andlogos de CcdB.

Deste modo, empregando-se a mesma estratégia Fmoc/tBu, utili-
zada para os andlogos de CcdB (Parte Experimental), sintetizou-se a
sequéncia CcdA41 na escala de 0,25 mmols, partindo-se de 416 mg de
Fmoc-Trp-Wang-resina (0,60 mmol/g). Foram obtidos ao final, cerca de
2 g de peptidil-resina, sendo que 985 mg foram utilizadas no processo
de clivagem (Parte Experimental) obtendo-se 398 mg de peptideo in
natura. Parte desta massa (76 mg) foi purificada por CLME, obtendo-
se ao final 14 mg de CcdA41 (18% de rendimento) com um grau de
pureza de 97%. O contetdo peptidico situou-se na faixa de 85% e a
proporgao relativa de aminoécidos apresentou-se dentro do esperado.

A Figura 2 mostra o perfil cromatogréfico do andlogo CcdA41
purificado por CLME, onde € exibido um pico tnico com t = 7,73
min. A massa molecular tedrica de 4941,52 g/mol foi confirmada por
espectrometria de massas, empregando ionizac¢do por electrospray
(ESIMS): m/z = 1648 (M + 3H)*%; 1236 (M + 4H)**; 989 (M + 5H)*.
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Figura 2. Perfis cromatogrdficos obtidos em escala analitica para o andlogo
peptidico CcdA41, antes (A) e apos (B) purificagdo. Coluna de fase reversa
Nucleosil Cm (25 x 0,46 cm; 5 um; 300 A), com um gradiente linear de 20 a
80% de solvente B (A: dgua, 0,045% TFA; B: ACN, 0,036% TFA) em 15 min,
Sfluxo de 1,5 mL/min e detec¢do a 220 nm

Estudos de fluorescéncia

Estudos qualitativos do efeito do CcdBET?2 na fluorescéncia in-
trinseca do CcdA41 ja apontavam para uma possivel interagdo entre as

Sintese, caracterizagdo e estudos de interacdo de um andlogo da antitoxina CcdA 843

espécies. CcdA41 tem um maximo de emissdo a 355 nm, caracterizando
alta exposicao dos residuos de triptofano ao solvente. A adicéo de Ced-
BET2 resultou em um pequeno deslocamento para o azul na emissao da
fluorescéncia (emissao a 350 nm), indicando que a0 menos um residuo de
triptofano da molécula de CcdA41 estd inserido no interior do complexo
(dados ndo mostrados). O mesmo efeito ndo foi observado com a adi¢io
de CcdBETS3. Estes resultados prontamente nos incitaram a determinar
os parametros de interacdo para o sistema CcdA41-CcdBET2, além de
avaliar a importancia do loop Arg40-Leu50, nesta interagio.

Os parametros de interacio foram estudados através da andlise da
supressao da fluorescéncia intrinseca do CcdA41 resultante da pos-
sivel interagdo com cada um dos peptideos CcdBET2 e CcdBET3."
A variagdo da intensidade de fluorescéncia relativa do CcdA41,
no comprimento de onda de emissdo de 350 nm (A, = 280 nm) em
fun¢@o da concentraciio de CcdBET2 ou de 355 nm em fungdo da
concentracio de CcdBET3, estd representada na Figura 3.
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Figura 3. Interagdo do CcdA41 com CcdBET2 () e CcdBET3 (A) a 25 °C.
CcdBET?2 ou CcdBET3 (5 a 100 uM) foram adicionados a uma solugdo 25
uM de CcdA41 e a fluorescéncia medida com excitagdo a 280 nm e emissdo
a 350 nm (CcdBET2) ou 355 nm (CcdBET3), apds cada adig¢do. A inclinagdo
da curva de Stern-Volmer representa a constante de associag¢do para uma
supressdo estdtica. Para uma supressdo do tipo dindmica, a inclinagdo re-
presenta a constante de supressdo de Stern-Volmer

Dados de supressdo geralmente sdo apresentados como uma
variagdo de Fo/F em fun¢do da concentracéio de um agente supressor,
no caso um dos peptideos CcdBET2 ou CcdBET3, de acordo com a
Equacdo 1. Uma linearidade, como observada na Figura 3, para ambos
os peptideos, ¢ um indicativo da existéncia de uma tnica classe de
fluoréforos, em CcdA41, todos igualmente acessiveis aos supressores.

Por outro lado, uma linearidade na representacdo grafica de Stern-
Volmer pode resultar tanto de uma supressdo dindmica ou colisional como
de uma supressdo estética (formagdo de complexo). Ambas podem ser
diferenciadas através de uma avaliacdo comparativa em diferentes tem-
peraturas. Uma diminui¢@o na constante de supressao, com a elevagao da
temperatura, € esperada no caso de supressdo estatica. Em contraste, um
efeito inverso € observado para uma supressio dindmica.?’ Para ambas, a
dependéncia de Fo/F emrelacdo a [Q] (Equagdo 1) é idéntica, exceto que
aconstante de supressdo (K ), para uma supressao estatica, corresponde
a constante de associagdo (K ) do complexo formado.”

O valor da constante de associagdo (K = 1,5 = 0,2 x 10* M)
para o complexo CcdBET2-CcdA41, a 25 °C, foi obtido a partir da
inclinag@o da curva de Stern-Volmer para a identificada supressio
estatica (Figura 4A), de acordo com a equacdo descrita na parte ex-
perimental.*” O valor obtido de K € resultado de uma média de pelo
menos cinco medidas, incluindo o desvio padrao.

Como CcdBET?2, uma diminui¢éo na intensidade da fluorescéncia
de CcdA41, em fun¢do da concentracio de CcdBET3, também foi ob-
servada (Figura 3). Porém, diferentemente de CcdBET?2, os estudos da
dependéncia da temperatura identificaram que, neste caso, a supressao
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observada foi dindmica (Figura 4B), resultante de encontros colisionais
entre as espécies e ndo devido a formagdo de um complexo. Portanto,
a inclinagdo da curva de Stern-Volmer ndo resulta na constante de
associagdo e sim na constante de supressdo de Stern-Volmer (K =
9,0 x 10> M™"). Este resultado intensifica a hipétese de que a interacdo
do CcdA com o CcdB ocorre na regido constituida pelos aminoacidos
Arg40-Leu50, uma vez que a auséncia desta regido em CcdBET3
resultou em completa perda de interac@o entre os andlogos peptidicos.

Para confirmar estes resultados, consideraram-se os dois proces-
sos como supressoes dindmicas, ambos a 25 °C. Neste caso K = Kq’l:o,
onde K representa a constante de Stern-Volmer, K a taxa de colisdo
e T, 0 tempo de vida da biomolécula sem o supressor, respectivamente.
Considerando que o tempo de vida estimado para um biopolimero,
como o CcdA41, € da ordem de 10®s5,*' e K o coeficiente angular
das retas representadas na Figura 3, os valores de K, podem ser
calculados para ambos, CcdBET2 e CcdBET3.

Para CcdBET2, o valor de K (1,5 x 102 M! s!) é bem superior
ao valor maximo da taxa de colisdo obtido por diferentes supressores
com um determinado biopolimero (2,0 x 10'° M's™"),22 mostrando que
a supressao, neste caso, foi iniciada ndo por colisdes dinamicas, mas
sim pela formag@o de um complexo. Por outro lado, K,= 9,0 x 10"
M-t para CcdBET3, préximo aos valores obtidos para diferentes
biopolimeros, evidencia uma supressdo colisional.

A elevagdo da temperatura resulta em uma diminuigéo da estabi-
lidade dos complexos e, portanto, valores mais baixos na constante
de supressdo estdtica, o que explica a diminui¢do na inclinagdo da
curva de Stern-Volmer observada para CcdBET?2 (Figura4A). O valor
da constante de associacdo obtida a 45 °C (K, =1,1+0,2x 10* M)
corresponde a uma diminuicao na faixa de 25%. Valores entre 10 e
40% 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.
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Figura 4. Efeito da temperatura na intera¢do do CcdA41 com CcdBET2 (A) e
CcdBET3 (B). CcdBET2 ou CcdBET3 (5 a 100 uM) foram adicionados a uma
solucdo 25 uM de CcdA41 e a fluorescéncia medida com excitagdo a 280 nm
e emissdo a 350 nm (CcdBET2) ou 355 nm (CcdBET3), a 25 °C (e) e 45 °C
(A), apos cada adi¢do. Supressdo do tipo estdtica (formagdo de complexo), o
aumento de temperatura resulta em diminuigdo na inclinagdo da curva de Stern-
Volmer: O inverso é vdlido para supressdo dindmica (sem formagdo de complexo)
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Por outro lado, a supressdo resultante de processos dindmicos
¢ dependente da difusdo. Assim, altas temperaturas resultam em
maiores coeficientes de difusdo e, consequentemente, aumento na
constante de supressdo bimolecular, como observado para CcdBET3
(K, =13 x 10> M" - Figura 4B).

Apesar de haver estudos envolvendo a identificagdo das regides e/
ou residuos de aminoécidos envolvidos na interacdo do CcdB com o
CcdA, estes se limitam a atividade e a estrutura do complexo,'!"* porém
sem a caracterizacdo molecular e os niveis de interacdo das espécies, de
modo que ndo hd até o momento, a obtencao e divulga¢io de um valor
da constante de associagdo molecular entre a toxina e o seu antidoto
CcdA. Neste sentido, o valor obtido neste trabalho, entre o derivado
ativo do CcdA (CcdA41) e um andlogo peptidico, igualmente ativo do
CcdB (CcdBET2)," representa o primeiro e tnico dado disponivel,
que resulta na quantifica¢@o dos niveis de interagdo, mesmo que entre
espécies derivadas, da toxina bacteriana CcdB e o seu antidoto CcdA.

CONCLUSAO

CcdBET?2 € o primeiro exemplo de um peptideo sintético derivado
da toxina CcdB, com atividade inibitéria em topoisomerases bacte-
rianas, com intera¢@o com a antitoxina, a exemplo do sistema natural
CcdB-CcdA. Interessante € que uma molécula como o CcdBET2,
dimensional e estruturalmente diferente, apresente grande afinidade
pela antitoxina. Com os resultados apresentados, € possivel especular
sobre a importancia do loop formado pela sequéncia Arg40-LeuS0
em uma relagao estrutura-atividade do andlogo CcdBET?2. O andlogo
CcdBET3 que, diferentemente do CcdBET2, ndo inclui o fragmento
Arg40-Leu50 na sua estrutura primdria, ndo apresentou interagao com
a antitoxina. Provavelmente, peptideos com este fragmento contém
a informagdo adequada para induzir a formagdo de um complexo
peptideo-antitoxina estdvel.

Os ensaios de fluorescéncia no estado estaciondrio foram sufi-
cientes para concluir a respeito da importancia do fragmento Arg40-
Leu50 no processo de interacdo com CcdB. Além disso permitiu, de
maneira inédita, a determinagdo da constante de associacdo entre uma
toxina e a respectiva antitoxina, valores ndo descritos na literatura até
o momento. Também foi possivel evidenciar que o uso de pequenos
peptideos contendo fragmentos de CcdA ou CcdB fornece um ca-
minho alternativo para estudar e melhor entender os contatos chave
existentes entre as duas proteinas, o que € especialmente importante
para o desenho racional de novos inibidores peptidicos de topoiso-
merases bacterianas, cuja acdo antitoxica do CcdA seja desprezivel.
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