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PG133

Estudos funcionais e estruturais de proteinas envolvidas na
biossintese de tiamina em Enterococcus faecalis

GUTIERREZ, R. F.!; WRENGER, C.2; NASCIMENTO, A. S.!

raissa.gutierrezQusp.br

Hnstituto de Fisica de Sdo Carlos - USP

2|nstituto de Ciencias Biomedicas - USP

A resisténcia a antibidticos € um problema mundial, e a descoberta de novos antimicrobianos é umas
das medidas essenciais para o combate da resisténcia. (1) A pesquisa por novos alvos moleculares e vias
metabdlicas especificas para patégenos humanos tem se destacado como estratégia e, neste contexto,
encontra-se a via de biossintese de tiamina (TBS). O pirofosfato de tiamina é o cofator ativo da vitamina
B1 e é crucial para a manutenc3o da vida, porém n3o sdo todos os organismos capazes de produzi-lo.
A via de TBS esta presente em archaea, bactérias, fungos, plantas e, mais recentemente foi identificada
em Plasmodium falciparum. Estudos recentes ja exploram as enzimas envolvidas na via de TBS como
potenciais alvos ao combate de bactérias multirresistentes.(2) Este projeto tem por objetivo estudar as
proteinas TenA e ThiE, envolvidas na via de TBS da bactéria patogénica Enterococcus faecalis, umas das
principais causas de infeccdes hospitalares. TenA é uma enzima bifuncional com atividade aminohidrolase
e tiaminase tipo Il e esta envolvida na via de salvamento do precursor 4-amino-5-hidroximetil-2-metil
pirimidina (HMP). (3) Para EfTenA foram avaliadas a interagdo da enzima recombinante com tiamina,
monofosfato de tiamina (TMP) e pirofosfato de tiamina (TPP) por Fluorimetria Diferencial Quantitativa
(DSFq) e a atividade tiaminase tipo |l para os mesmos compostos por método colorimétrico de oxidagdo
em tiocromo. A estrutura cristalografica foi resolvida por difracdo de raios-X. Os resultados de DSF
estimam que EfTenA interage na faixa de micromolar com a tiamina > TMP > TPP. EfTenA tem
atividade especifica de 28 + 4 nmol/min.mg para a tiamina e de 0.7 + 0.1 nmol/min.mg para o TMP
(2.5% da atividade em tiamina). A EfTenA foi considerada virtualmente inativa em TPP, pois uma
atividade residual foi identificada para o TPP apés 24 h, mostrando que a tolerancia do sitio ativo
diminui significantemente a cada adicdo de grupos fosfato a molécula de tiamina. Na tentativa de obter
um complexo EfTenA-TMP, uma solucdo concentrada de TMP foi adicionada aos cristais de EfTenA e
em concordancia com a atividade catalitica encontrada para TMP, observou-se uma densidade eletrénica
compativel ao produto HMP ligado ao sitio ativo de EfTenA. Estes resultados ajudam a melhor descrever
o papel de TenA na via. A enzima ThiE é uma tiamina monofosfato sintase e desempenha papel central
na via de TBS acoplando os precursores foforilados de HMP e 5-(2-hidroxi etil)-4-metil tiazol (THZ) para
formar TMP. Um conjunto de dados de difracdo de raios-X de EfThiE foi coletado na linha Manaca/Sirius
(Campinas, Brazil) e esta sendo processado. A expectativa é disponibilizar mais um exemplar de ThiE,
ja que n3o ha muitas estruturas resolvidas desta proteina no Protein Data Bank até o momento.
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