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Investigacao estrutural e bioquimica das enzimas da via de
biossintese da vitamina B6 em Staphylococcus aureus

BARRA, A. L. C.}; NASCIMENTO, A. St

angelica.barra@usp.br

Hnstituto de Fisica de Sdo Carlos - USP

As doencas infecciosas sdo de grande preocupacdo em todo o mundo e em meio a uma pandemia elas
se tornaram ainda mais preocupantes, principalmente as infeccdes por microrganismos multirresistentes.
Muitos pacientes de COVID-19 internados em UTIs adquirem infeccdes hospitalares e muitas delas so
causadas por microrganismos resistentes, como o caso de Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA), o que torna o tratamento muito mais dificil e algumas vezes ineficiente.(1) Deste modo, é
essencial que existam alternativas de farmacos para o tratamento de cepas resistentes e para isso é
necessario identificar novos alvos moleculares para o desenvolvimento desses novos antibiéticos. Os
alvos ideais sdo proteinas e vias metabdlicas conservadas em microrganismos, mas pouco semelhantes ou
mesmo ausentes em humanos.(2) A via biossintética de vitamina B6 (piridoxal fosfato) é um exemplo,
pois é essencial para a maioria dos patégenos, porém é inexistente em humanos. Essa via é composta de
duas enzimas (Pdx1 e Pdx2) que formam um complexo multimérico. A enzima Pdx2 é uma glutaminase,
a aménia resultante de sua atividade é transferida para Pdx1 que juntamente com a ribose 5-fosfato e o
gliceraldeido 3-fosfato sintetiza o piridoxal fosfato.(3) A formagdo do complexo é transiente e deste modo
dificulta a sua caracterizag&o estrutural. Até o momento apenas o complexo mutante (Pdx2 inativa) foi
caracterizado estruturalmente, apresentando 12 mondmeros de cada enzima. No entanto, ainda n3o se
sabe qual a forma ativa do complexo, pois em Saccharomyces cerevisiae foi observada a forma hexamérica
em solucdo e sua atividade foi aproximadamente 4 vezes maior que a homdéloga dodecamérica de Bacillus
subtilis. Em vista disso, o objetivo desse projeto é investigar estrutural e bioquimicamente o complexo
de S. aureus a fim de elucidar as questdes remanescentes dessa via para que esta possa ser utilizada
como alvo para descoberta de novos candidatos a antibiéticos. Até o momento foi feita a caracterizacio
estrutural e bioquimica de SaPdx1 cujos resultados foram apresentados no ano passado. Com relagdo
ao estado oligomérico, foi observado por DLS e SAXS (Beamline P12, PETRA Il - DESY, Hamburg)
que este varia na presenca de ions SO~ e PO;™ a concentracdes de 0,2M. Em condicdes em que
ndo ha a presenca desses ions a proteina se apresenta hexamérica em solucdo, mas na presenca de um
desses ions ha um deslocamento para a forma dodecamérica. Ensaios enzimaticos est3o sendo realizados
para determinar se a atividade da proteina é alterada dependendo do estado oligomérico. Além disso,
estudos quanto ao complexo enzimatico estdo em andamento, até o momento foi observado um aumento
em 3 vezes na atividade de Pdx1 na presenca de Pdx2, correspondente & homéloga de Mycobacterium
tuberculosis. Triagens de cristalizagdo utilizando kits comerciais e anéalises quanto ao mecanismo de
formacdo do complexo por DLS resolvido no tempo estdo em andamento.
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