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Resumo

Mycobacterium tuberculosis é a bactéria patogénica causadora da tuberculose, doenga
que causa 2 milhdes de mortes ao ano, infecta cerca de 1/3 da populagdo mundial e apresenta
tratamento demorado, com severos efeitos colaterais e baseado em um coquetel de drogas que
tém levado ao desenvolvimento de linhagens multiresistentes. Na fase persistente da doenga,
M. tuberculosis sobrevive em fagossomos de macrofagos, onde a bactéria é exposta condigdes
oxidantes e intermediarios de nitrogénio como resposta celular a invaséo pelo patdégeno, o que
leva a oxidagéo e S-nitrosilagao de residuos de cisteina.

Embora ainda ndo se conhega em detalhes quais sdo os genes do patdgeno que ativam
efetores do sistema imune para a indugdo da formagdo do granuloma, é sabido que os genes
envolvidos no metabolismo do enxofre estdo envolvidos na resposta a estresse oxidativo,
escassez de nutrientes, adaptag@o a dorméncia (situagdes presentes no granuloma) e durante a
fase de infecgdo no macréfago. O enxofre, encontrado em varios estados de oxidagéo, é
importante para a viruléncia, resisténcia a antibioticos e defesa contra agentes oxidantes. Cisteina,
por exemplo, além de ser empregada na sintese de proteinas, metionina e outros cofatores
contendo enxofre, como a coenzima A, € utilizada para a produ¢do do micotiol, composto
essencial para a sobrevivéncia de MTB e funcionalmente equivalente a glutationa, associado a
protecdo de M. tuberculosis contra o estresse oxidativo e antibi6ticos.

Nesse contexto, nosso estudo foca a caracterizacdo de proteinas do metabolismo de
enxofre, via metabolica fundamental para a bactéria, cuja importancia para infecgéo e patogénese
tem sido demonstrada funcionalmente. Adicionalmente, sabe-se que os genes da via biossintética
de cisteina sdo superregulados na fase persistente de M. tuberculosis e, portanto, as
correspondentes enzimas sdo potenciais alvos para desenvolvimentos de novas drogas

bactericidas.



O alvo principal deste projeto € a proteina CyskK2, uma cisteina sintase ou O-acetil serina
sulfidrilase dependente de piridoxal fosfato, que ainda nao foi caracterizada em M. tuberculosis, e

esta potencialmente envolvida na sintese de novo de cisteina.

Objetivos: A proposta tem como objetivo central a caracterizagdo funcional e estrutural da
proteina CysK2. Para tanto, pretende-se a super expressédo heterologa do gene clonado em vetor
de expressdo, a purificacdo da respectiva proteina recombinante, e, com a proteina pura, sua
caracterizagdo bioquimica e estrutural (interagcdo com ligantes/cofatores, avaliago de contetdo de
estrutura secundaria e estado oligomérico, por exemplo, além de determinagéo de condigdes de

cristalizacéo) e estudos da atividade catalitica da enzima.

Metodologia: A indugdo da sintese de CysK2 sera feita em E. coli BL21(DE3) com cauda de
histidina na regido N-terminal, o que permitira a purificagdo da proteina por cromatografia de
afinidade em resina niquelada. Cromatografias adicionais, como gel-filtracdo e troca ibnica,
poderdo ser realizadas para a eliminagdo de contaminantes e estados conformacionais
diferenciados. Otimizagdo nas condi¢des de expressdo poderdo ser necessarias, visando a
obtencao de quantidade adequada de proteina recombinante na forma soltvel.

A caracterizagdo inicial de CysK2 sera feita empregando-se métodos espectroscopicos,
tais como dicroismo circular e fluorimetria, e calorimétricos, como calorimetria de titulagéo
isotérmica (ITC), em equipamentos disponiveis no Laboratorio de Espectrometria e Calorimetria
do LNBio. Os estudos de atividade O-acetil serina sulfidrilasica de Cysk2 serdo realizados de
acordo com metodologia estabelecida, que monitora por espectrofotometria a formagéo de
cisteina, empregando o método da nihidrina-acida. Amostras de CyskK2 puras serdo submetidas
aos ensaios de cristalizagdo usando diferentes condigdes e concentragdes de proteina. Os testes
iniciais de cristalizagdo serdo realizados no ROBOLAB, do LNBio, de forma automatizada. Apds a
obtencdo de monocristais, estes serdo refinados e testados na linha DO3B-MX2 do Laboratério
Nacional de Luz Sincrotron (LNLS).



