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Estudo Estrutural da enzima ThiL em patógenos Gram-
negativos

FARRO, Erick Giancarlo Suclupe; NASCIMENTO, Alessandro Silva

esuclupef@ifsc.usp.br

A resistência a antibióticos é um problema global e urgente. Uma estimativa feita pela OMS indica que,
em 30 anos, teremos em torno de 10 milhões de mortes anuais em decorrência direta de infecções causadas
por organismos resistentes a antibióticos. (1) O problema é agravado pelo número limitado de vias/alvos
sobre os quais agem os antibióticos atualmente disponíveis. De acordo com Walsh e Wencevicz, (2) os
antibióticos atualmente existentes são restritos a apenas cinco alvos/vias de ação. Desta forma, somam-se
(i) a difusão de cepas resistentes, (ii) o número decrescente de novos antibióticos ou de moléculas
inovadoras, e (iii) o número reduzido de alvos sobre os quais os antibióticos agem. Recentemente,
a enzima tiamina fosfato quinase (ThiL) foi validada como um novo alvo para o desenvolvimento
de antibióticos contra Pseudomonas aeruginosa. Esta enzima faz parte da via de síntese de tiamina
(vitamina B1) presente em muitos microrganismos e em plantas, mas ausente em mamíferos. Mostrou-se
recentemente que a deleção (ou inibição) da enzima ThiLcausa defeitos de crescimento em P. aeruginosa
e reduz a virulência da bactéria. (3) Neste projeto, propomos um estudo da relação estrutura-função
sobre a enzima ThiL em organismos importantes do ponto de vista clínico, dentre os quais Klebsiella
pneumoniae e Escherichia coli. Para esta finalidade os genes para as enzimas ThiL de K. pneumoniae
(KpThiL) e E. coli (EcoThiL) foram sintetizados com otimização de códons para a expressão bacteriana
e a metologia empregada envolve a expressão e purificação por afinidade ao metal e por exclusão
por tamanho. Experimentos iniciais de DSF (Differential Scanning Fluorimetry) serão realizados para
mapear a interaçãodas enzimas com os substratos visando experimentos de co-cristalização. Os primeiros
resultados indicam que as proteínas de KpThiL e EcoThiL são bem expressas em E. coli Rosetta, e são
purificadas na fração solúvel, com um rendimento médio de 12 e 9 mg/mL respetivamente. Os ensaios
com o DSF variando pH e concentração de NaCl sugeriram uma estabilidade máxima em um pH 8.0 e
em uma concentração de 700 mM de sal. A mesma técnica também revelou o aumento da estabilidade
térmica na presença de Mg 2+ e ADP. Alguns cristais foram obtidos nos primeiros experimentos, mas
ainda não foi possível a obtenção de um conjunto de dados de difração. Até o momento, concluímos que
as proteínas são solúveis e obtidas em um rendimento razoável, o que permite prosseguir nos estudos de
estrutura-função e, eventualmente, em estudos prospectivos de inibidores potenciais.
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