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Resumo

Enterococcus faecalis € um agente patogénico associado a infec¢des hospitalares nas Américas e Europa. EIrA é
um fator de viruléncia associada a invaséo celular, uma vez que a supressao do gene elrA reduz a viruléncia em
um modelo de peritonite em camundongos. ElIrA tem expressao regulada positivamente por EIrR. EIrR é
considerada pertencente a familia Rgg de reguladores transcricionais. As proteinas dessa familia possuem um
dominio hélice-volta-helice (de ligagéo especifica ao DNA) na regido N-terminal e um dominio C-terminal rico em
alfa-hélices, provavelmente responsaveis pelas mudangas conformacionais associadas a atividade
biolégica.lniciamos em 2012 uma colaboragéo com a Dra. llana L. B. C. Camargo (IFSC/USP) e a Dra. Pascale
Serror (Unité des Bactéries Lactiques et Pathogénes Opportunistes UR13888, INRA, Jouy-en-Josas, France) em
que recebemos o apoio econdmico para viagens da USP/COFECUB (Comité Francais d'Evaluation de la
Coopéracion Universiaire et Scientifique avec le Brasil). Nosso laboratério assumiu como objetivo a determinagéo
da estrutura cristalografica de duas proteinas que participam no processo de infecgao de Enterococcus faecalis: a
ElrA que é homologa das internalinas de Listeria monocytogenes e seu regulador transcricional, EIrR. Obtivemos
cristais e primeiros dados de difragéo de EIrR (um cristal com grupo espacial P41212 ou P43212 a 3.3 Ade
resolucéo e outro cristal de grupo espacial P1 a 2.7 A). Planejamos resolver a estrutura usando dispersdo anémala
simples na proteina com seleniometioninas (SeMet SAD) ou substituicao isomérfica e dispersao anémala. Os
estudos cristalograficos que conduzam a determinacao da estrutura tridimensional dessas proteinas tém um duplo
objetivo: 1) Por um lado, ajudara na compreensao profunda da fungéo biolégica dessas proteinas e de suas
participagdes no processo de infecgao; 2) Por outro lado, como alvo em médio prazo, sera decisiva na elaboragéo
de uma estratégia de inibigdo da infeccéo, através do planejamento de inibidores especificos, que ndo inibam as
moléculas homoélogas do hospedeiro, se estas existissem. Planejamos também desenvolver simulagbes
computacionais de Reguladores Transcricionais usando Dindmica Molecular e Modos Normais, com o objetivo de
estudar a relagao entre flexibilidade estrutural e ativacao alostérica em particular de EIrR. Os sistemas alostéricos,
possuse estas existissem em mais de um estado de equilibrio. Nesse sentido, uma proteina alostérica (como por
ex. os reguladores transcricionais homodiméricos) passa por modificagcdes de sua atividade biolégica quando esta
em interagdo com um ligante alostérico, estabelecendo uma mudanga concertada no equilibrio populacional.
Experimentos de RMN determinando tempos de relaxagéao, ja demonstraram que sé uma fracao dos estados
acessiveis a uma enzima, sao realmente cataliticos. Métodos de simulagéo, como dindmica molecular ou analise
de modos normais, geralmente proporcionam uma descrigdo mais detalhada, por mostrarem o processo em fungao
do tempo e nao so6 os estados de equilibrio (médias temporais). Procurando apenas por movimentos amplos e de
baixa frequéncia, que sdo os que tém interesse bioldgico em relacéo a transformacéo alostérica, esperamos
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identificar regides da proteina que se comportem como corpos quase rigidos. A caracterizagédo e analises bem
sucedidas dessas oscilagdes de baixa frequéncia devem ajudar a esclarecer que propriedades dinamicas que
uma proteina necessita para efetuar determinada fung&o. Controlar essas propriedades constituiria uma ferramenta
para controlar a regulacédo da atividade enzimatica. (AU)
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