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Estudos estruturais da enzima RmlA de streptococcus
pneumoniae

MORENO, Louis; NASCIMENTO, Alessandro

louis.oliveira@usp.br

Para o ano 2050, a OMS estima que a resisténcia bacteriana sera a principal causa de morte no mundo.
Nesse contexto, a pesquisa em novos potenciais antimicrobianos é uma estratégia permanente no intuito
de inovar na inativagcdo de vias metabdlicas cruciais para os ciclos de vida destes patégenos. (1) Em
diversas espécies de bactérias patogénicas tem sido demonstrado que a sintese de dTDP-L-ramnose é
fundamental para viabilidade e viruléncia sendo, portanto, um alvo relevante na sugestdo para uma nova
classe de antibiéticos. (2) O presente projeto tem como objetivo o estudo da enzima RmlA, a primeira
enzima da via metabdlica para a sintese da ramnose. O gene escolhido provém da cepa CGSSp19BS75 de
Streptococus pneumoniae, altamente presente nos hospitais da macrorregido nordeste do Estado de Sao
Paulo. (3) Foi comprado o gene sintético para a expressao com os cédons otimizados para Escherichia
coli e a cepa empregada foi Artic Express. A purificacdo se d& em duas etapas, primeiramente por
cromatografia de afinidade em resina de Niquel e por cromatografia de exclusdo molecular. Foram
feitos ensaios do tipo Diferential Scanning Fluorimetry (DSF) para otimizar sua estabilidade em tampéo,
obtendo a maior estabilidade em pH 8,0 e com concentracdes de NaCl em 500 mM. Também, essa técnica
permite observar o aumento da sua estabilidade térmica de forma qualitativa na presenca dos seus ligantes
dTTP e Mg. Os ensaios de Dynamic Light Scattering (DLS) mostram que a enzima é monodispersa em
solucdo e sugerem que seu estado oligomérico é de tetrdmero. Foram entdo conduzidos experimentos de
cristalizacdo bem-sucedidos na presenca destes ligantes e o experimento de difracdo de raios x foi realizado
no acelerador de particulas SIRIUS. Estes resultados ainda estdo em analise, mas preliminarmente temos
uma resolucdo de 2.57 A, podendo chegar a 2.3 A uma vez concluido o tratamento dos dados.
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