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A DNA girase é uma enzima codificada pelos genes gyrA e gyrB. Esta enzima é o
alvo molecular das quinolonas, uma das classes de medicamentos utilizada no
tratamento da tuberculose. Devido ao surgimento de cepas de Mycobacterium
tuberculosis resistentes ao tratamento, existe a necessidade do desenvolvimento
de novos farmacos. A estratégia de triagem fenotipica tem se mostrado promissora
na descoberta de farmacos anti-tuberculose, sendo a determinacdo do alvo
molecular uma etapa crucial. Assim, a construcao de ferramentas laboratoriais que
permitam fazer esta avaliagdo é essencial. Desta forma, o presente trabalho visa,
através da técnica de recombineering, a constru¢cdo de uma cepa mutante
condicional para a DNA girase que possibilitara avaliar se diferentes niveis de
expressao desta enzima afetam a concentracao inibitéria minima de compostos e,
a construcado de duas cepas de M. tuberculosis contendo mutacdo pontual que
confere resisténcia a quinolonas, sendo uma em GyrA (D94G) e outra em GyrB
(N499D), buscando verificar a susceptibilidade destas cepas frente a novos
candidatos a farmacos e avaliar a DNA girase como alvo molecular desses
compostos. A construcdo dos plasmideos para obtencdo do mutante condicional foi
finalizada com sucesso, e o0 processo de construcdo das cepas mutantes
condicionais esta em andamento. Quanto a selecdo dos mutantes pontuais, M.
tuberculosis foi transformado com plasmideo que expressa as recombinases e com
os oligonucleotideos contendo as mutac¢des pontuais. Colénias foram selecionadas
para triagem por PCR onde foram encontrados dois mutantes de gyrA e nenhum
de gyrB. O sequenciamento de DNA confirmou que a mutacdo esta presente do
gene gyrA nos mutantes selecionados, mostrando sucesso no emprego da técnica
de recombineering para obtencdo de mutantes pontuais em M. tuberculosis. Uma
vez finalizada a construcéo das cepas mutantes condicionais, estas seréo validadas
e utilizadas para triagem fenotipica de novos candidatos a farmacos.
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