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Caracterizacao estrutural da ThiL em Klebsiella pneumoniae
e Escherichia coli para o desenvolvimento de inibidores
antibidticos

FARRO, Erick Giancarlo Suclupe!; NASCIMENTO, Alessandro Silval

esuclupef@ifsc.usp.br

Hnstituto de Fisica de Sio Carlos - USP

A resisténcia a antibidticos € uma crise de satde pablica global, com a Organiza¢gdo Mundial da
Satde (OMS) projetando até 10 milhdes de mortes anuais em 30 anos devido a infecgdes causadas
por microrganismos resistentes. (1) Este cenario é agravado pela limitagdo dos mecanismos de agdo
dos antibidticos atuais, que atuam sobre apenas cinco vias, e pela disseminacdo crescente de cepas
resistentes, aliada a escassez de novas moléculas terapéuticas. (2) Neste contexto, a enzima tiamina
fosfato quinase (Thil) foi validada como um alvo terapéutico promissor contra Pseudomonas aeruginosa.
(3) A ThiL & uma enzima envolvida na via de sintese de novo de tiamina (vitamina B1), presente em
muitos microrganismos e plantas, mas ausente em mamiferos. Isso a torna um alvo atrativo para o
desenvolvimento de novos antibiéticos, dado que sua inibicio ndo afetaria as células humanas. Este
estudo tem como objetivo investigar a relacdo estrutura-funcdo da Thil em organismos de relevancia
clinica, como Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli. Para isso, os genes que codificam as enzimas
ThiL de K. pneumoniae (KpThilL) e E. coli (EcoThiL) foram sintetizados com otimizag3o de cédons para
expressdo em E. coli. As proteinas resultantes foram expressas na cepa E. coli Rosetta2 e purificadas
utilizando cromatografia de afinidade e exclusdo por tamanho, obtendo-se rendimentos de 12 mg/L
e 9 mg/L de cultura, respectivamente. A estabilidade das proteinas foi avaliada por ensaios de DSF
(differential scanning fluorimetry), que indicaram maior estabilidade a pH 8.0 e 700 mM de sal. Além
disso, foi observado um aumento da estabilidade térmica na presenca de Mg2+ e ADP, sugerindo a
importancia desses cofatores na fun¢do da enzima. Cristais das duas proteinas foram obtidos e utilizados
em experimentos de difracdo de raios X na linha de luz MANACA, permitindo a determinagdo das
suas estruturas cristalograficas com resolucdes de 1,6 A para KpThiL e 2,2 A para EcoThil. Esses
dados fornecem informac&es detalhadas sobre os sitios ativos das enzimas e suas possiveis interacées
com inibidores. Embora ainda seja necessario conduzir mais estudos sobre a atividade enzimatica e a
busca por inibidores especificos, os resultados até agora obtidos reforcam o potencial da ThiL como
um alvo terapéutico para o desenvolvimento de novas terapias antimicrobianas, especialmente contra
patégenos resistentes como K. pneumoniae e E. coli. Com base nesses achados, estudos prospectivos
focados na identificacdo de inibidores eficazes contra a ThilL estdo em andamento, visando contribuir
significativamente para o combate a resisténcia antimicrobiana.

Palavras-chave: Tiamina fosfato quinase; Patégenos multirresistentes; Desenvolvimento de
antibidticos.
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