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RESUMO

Chromobacterium violaceum € uma bactéria Gram-negativa, saprofita, ndo patogénica e de
vida livre. A anotacdo do genoma dessa espécie revelou muitos genes codificando produtos
com potenciais aplicacdes em diversas areas. Dentre esses produtos estdo varias quitinases,
enzimas capazes de degradar quitina, um polissacarideo de N-acetil-B-D-glucosamina
presente na parede celular de muitos fungos e no exoesqueleto de insetos e crustaceos. As
quitinases sdo de grande interesse biotecnoldgico, podendo ser utilizadas para converter
quitina em derivados Uteis, e também para o controle de fungos e insetos que causam danos
em culturas agricolas. O presente trabalho teve como objetivo realizar a caracterizagdo
bioquimica, estrutural e bioldgica de uma quitinase recombinante (C\VV1897), da familia 19
das glicosil hidrolases, de C. violaceum ATCC 12472. A sequéncia completa da ORF
CV1897 (codificando CVV1897ps+, com 0 peptideo sinal nativo) foi amplificada por reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) e clonada nos vetores pET302/NT-His e pPICZoA para
expressdao em Escherichia coli e Pichia pastoris, respectivamente. A sequéncia parcial da
ORF (rCV1897ps., sem 0 peptideo sinal nativo) foi expressa apenas em P. pastoris. Em E.
coli, a rCV1897ps. foi produzida principalmente em corpos de inclusdo, de forma insoluvel e
inativa. Em P. pastoris, as proteinas (rCV1897ps. e rCV1897ps.) foram secretadas para 0 meio
de cultura de forma solavel e funcional. As enzimas foram purificadas por cromatografia de
afinidade em niquel imobilizado, com rendimentos de 1,8 mg/L (rCV1897ps.) € 2,1 mg/L
(rCV1897ps.), sendo detectadas por eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS
(SDS-PAGE) como duas isoformas com massas moleculares diferentes (43,2 kDa e 51,4 kDa;
44 e 50 kDa, respectivamente). A quitinase recombinante (CV1897ps+) mostrou atividade
6tima em Ph 5,0 e foi ativa quando tratada a temperaturas de até 40 °C por 30 min. A
Rcv1897 apresentou atividade quitindsica frente a quitina coloidal e glicol-quitina (em gel
SDS-PAGE). Os espectros de dicroismo circular revelaram que a estrutura da proteina possuli
predominantemente estrutura secundéaria do tipo a-hélice (37%), com 26% de fitas-p ¢ 38% de
estrutura desordenada. Os espectros de fluorescéncia revelaram que a proteina foi produzida
na sua conformacdo enovelada. A rCV1897ps. inibiu a germinacdo de conidios e o
crescimento micelial dos fungos fitopatogénicos Penicillium herquei e Colletotrichum
lindemuthianum. As quitinases rCV1897ps. e rCV1897ps. em associagdo com o fluconazol
atuaram de forma sinérgica contra diferentes cepas da levedura patogénica Candida
tropicalis. Os estudos bioquimicos, estruturais e biolégicos da rCV1897 poderdo ser Uteis

para aplicacdo biotecnoldgica dessa enzima.



ABSTRACT

Chromobacterium violaceum is a Gram-negative, saprophytic, non-pathogenic and free living
bacterium. The annotation of the genome of this species revealed many genes encoding
products with potential applications in many areas. Among these products are several
chitinases, which are enzymes capable of degrading chitin, a polysaccharide of N-acetyl-B-D-
glucosamine. Chitin is found in the cell wall of many fungi and in the exoskeleton of insects
and crustaceans. Chitinases are of great biotechnological interest because these enzymes can
be used to produce useful derivatives from chitin, and also to be exploited for the control of
fungi and insects that cause damages in crops. This study aimed to carry out the biochemical,
biological and structural characterization of a recombinant chitinase (CV1897) belonging to
family GH19 from C. violaceum ATCC 12472. The complete sequence of the ORF CV1897
(encoding CV1897sp., with the native signal peptide) was amplified by polymerase chain
reaction (PCR) and cloned into the vectors pET302/NT-His and pPICZaA, for expression in
Escherichia coli and Pichia pastoris, respectively. The partial sequence of the ORF CV1897
(encoding CV1897sp., without the native signal peptide) was expressed only in P. pastoris. In
E. coli the rCV1897¢p, was mainly produced as insoluble inclusion bodies. In P. pastoris, the
two versions of the protein (rCV1897ps. and rCV1897ps) were secreted into the culture
medium, in their soluble and functional form. The enzymes were purified by affinity
chromatography on immobilized nickel ions, with yields of 1.8 mg/L (rCVV1897ps,:) and 2.1
mg/L (rCV1897ps.), being detected by electrophoresis as two isoforms with different
molecular weights. The recombinant chitinase (rCV1897ps.) showed optimal hydrolytic
activity at pH 5.0 and was active after treatement at temperatures up to 40 °C for 30 min. The
rCVv1897 showed chitinolytic activity against colloidal chitin and glycol-chitin on SDS-
PAGE. Circular dichroism spectra showed that the protein has predominantly o-helical
arrangements (37%), also having 26% of B-strands and 38% disordered structure. The
fluorescence spectra revealed that the protein was produced in their folded conformation. The
rCV1897ps. inhibited the conidial germination and mycelial growth of the phytopathogenic
fungi Penicillium herquei and Colletotrichum lindemuthianum. Both rCV1897ps. and
rCV1897ps. in combination with fluconazole acted synergistically against different strains of
the human pathogenic yeast Candida tropicalis. The biochemical, structural and biological

studies of rCVV1897 may be useful for biotechnological application of this enzyme.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Chromobacterium violaceum

Chromobacterium violaceum é uma B-proteobactéria Gram-negativa de vida livre,
sapréfita, ndo patogénica e aerdbica facultativa, da familia Neisseriaceae. Essa bactéria é
encontrada em amostras de solo e agua de regides tropicais e subtropicais de diversos
continentes, como por exemplo, na 4gua e nas bordas do Rio Negro, na Amazonia (DURAN
etal., 2001).

Ocasionalmente, C. violaceum pode atuar como patégeno oportunista, causando
septicemia a partir de lesbes na pele expostas a solo ou agua contaminada, produzindo
abscessos no figado, pancreas e pulmdo (DURAN et al., 2001). O primeiro registro de C.
violaceum como patdgeno foi feito por Woolley (1905), em bufalos nas ilhas Filipinas. Em
humanos, o primeiro caso de infec¢do por C. violaceum foi documentado na Malasia, em
1927 (SNEATH, 1953). Desde entdo, pouco mais de 100 casos de infeccdes em seres
humanos foram relatados em todo o mundo, com uma taxa de mortalidade de 53% (YANG;
LI 2011). No Brasil, um caso fatal de infec¢do por C. violaceum foi documentado em 2000,
em um agricultor de 30 anos do interior do Estado de Sdo Paulo (MARTINEZ et al., 2000).
Em maio de 2004, trés irmaos foram infectados por C. violaceum apds exposicao as dguas de
uma lagoa no municipio de Ilhéus, Estado da Bahia, dois deles vindo a 6bito em virtude de
septicemia (SIQUEIRA et al., 2005).

Os primeiros relatos de atividade bioldgica da C. violaceum foram publicados no
final da década de 40, quando os cientistas Kidder e Stuart (1939) e Burbank (1942)
reportaram suas observacdes sobre protozoarios ciliados que foram rapidamente mortos
guando expostos a culturas de C. violaceum. Um pigmento purpura foi considerado o
responsavel pela acéo letal sobre os protozoarios (DURAN et al., 2001).

Muitas estirpes de C. violaceum produzem um pigmento purpura, 3-[1,2-dihidro-
5-(5-hidroxi-1H-indol-3-il)-2-ox0-3H-pirrol-3-ilideno]-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona  (Figura
1), conhecido como violaceina, isolado pela primeira vez em 1944 (STRONG, 1944). A
violaceina ¢ um derivado do indol e ¢ sintetizada a partir de L-triptofano em uma via
composta por cinco enzimas (VioA, VioB, VioC, VioD e VioE) (HOSHINO, 2011). Esse
composto confere as colonias de C. violaceum uma cor violeta caracteristica e também ¢
produzido por outras bactérias, tais como Janthionobacterium lividum, Pseudoalteromonas

luteoviolacea, Alteromonas luteoviolacea, dentre outras (DURAN et al, 2012).
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Figura 1 — Estrutura da violaceina. A violaceina {3-[1,2-dihidro-5-(5-hidroxi-1H-indol-3-il)-2-oxo-
3H-pirrol-3-ilideno]-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona}, é um pigmento purpura produzido pela
Chromobacterium violaceum. A estrutura foi desenhada com o programa Accelrys Draw
versao 4.0 (disponivel no endereco eletronico www.accelrys.com).
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A violaceina exibe diferentes atividades bioldgicas: atividade bactericida contra
Bacillus licheniformis, B. subtilis, B. megaterium, Mycobacterium tuberculosis e
Pseudomonas aeruginosa (DURAN et al., 1983; DURAN; MENCK, 2001; NAKAMURA et
al., 2003); atividade contra protozoarios tais como Trypanosoma cruzi (DURAN et al., 1994),
Leishmania sp. (LEON et al., 2001) e Plasmodium sp. (LOPES et al., 2009); e atividade
antiviral (DURAN & MENCK, 2001) e antiulcerogénica (DURAN et al., 2003). A violaceina
também apresenta efeito citotoxico contra varias linhagens de células tumorais, efeito
apoptotico em células leucémicas HL60 (FERREIRA et al., 2004; MELO et al., 2003);
inibi¢do da transducdo de sinais em células cancerosas do colon humano (KODACH et al.,
2006; DE CARVALHO et al., 2006) e inibicdo do crescimento do tumor Ehrlich ascites
(BROMBERG et al., 2010). Essas atividades podem oferecer possiveis aplicacdes clinicas da
violaceina na terapia contra o cancer. Recentemente, os efeitos imunomodulatérios,
analgésicos e antipiréticos foram relatados (DURAN et al, 2012).

Outros aspectos de interesse biotecnoldgico dessa bactéria incluem: a capacidade
de hidrolisar filmes plasticos (GOURSON et al., 1999); a solubilizacdo de ouro por um
processo livre de mercurio (SMITH; HUNT, 1985) e a sintese de polihidroxialcanoatos de
cadeia curta, que podem representar uma alternativa aos plasticos derivados de petroquimicos
(FORSYTH et al., 1958; STEINBUCHEL et al., 1993).

Para uma melhor exploracdo do potencial biotecnoldgico desse micoorganismo,
bem como contribuir para a elucidacdo dos mecanismos e estratégias relacionadas a sua
adaptabilidade a diferentes ambientes, o genoma da estirpe ATCC 12472 de C. violaceum foi
completamente sequenciado por um consoércio de laboratérios, integrantes do Projeto Genoma
Brasileiro (VASCONCELOS et al., 2003). A analise gendmica de C. violaceum revelou
caminhos alternativos para a geracdo de energia, um numero significativo de proteinas
relacionadas ao transporte, mobilidade celular e secre¢do, proteinas relacionadas ao
metabolismo do ferro, proteinas osmoticamente induzidas, e proteinas relacionadas a
tolerancia a variagcdes de temperatura, acidez e estresse a luz UV, bem como proteinas
envolvidas na utilizacdo de quorum sensing para o controle de sistemas induzidos. Esse perfil
metabolico e fisiologico sustenta, portanto, a versatilidade, competitividade e tolerancia de C.
violaceum as variadas condigdes de estresse que enfrenta nos seus habitats (VASCONCELOS
et al., 2003; GRANGEIRO et al., 2004; HUNGRIA et al., 2004 ; BARRETO et al., 2008).
Genes codificando quitinases também foram anotados, e a relevancia desse achado esta
relacionada ao fato dessas proteinas serem potenciais agentes no biocontrole de insetos,

fungos e nematodides. Do ponto de vista fisioldgico, as quitinases provavelmente sao
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responsaveis pela capacidade de C. violaceum de usar quitina como tUnica fonte de carbono e

nitrogénio (STREICHSBIER, 1983).

1.2 Quitina

A quitina ¢ um homopolissacarideo linear nao ramificado de residuos de N-acetil-
B-D-glucosamina (GIcNAc) unidos por ligagdes O-glicosidicas do tipo B-(1,4). Esse
polissacarideo € o principal constituinte estrutural da parede celular de muitos fungos e do
exoesqueleto de invertebrados, como insetos e crustdceos (LEE et al.,2010). Depois da
celulose, a quitina ¢ o polissacarideo mais abundante na natureza (LEE et al., 2007; YANG et
al., 2008).

Na quitina, as longas cadeias de poli-GlcNac se empacotam lado a lado formando
folhas, e nessas folhas a interacdo entre cadeias adjacentes se da por meio de pontes de
hidrogénio entre os grupamentos amina de uma cadeia e os grupos carbonila da cadeia
adjacente. A quitina forma arranjos microfibrilares nos organismos vivos e pode ser
classificada em trés diferentes formas cristalinas: a, e y. Elas diferem principalmente quanto

ao grau de hidratagdo, tamanho da unidade celular e nimero de cadeias de quitina por unidade

celular. Na forma a, as microfibrilas estdo dispostas em orientagdo antiparalela (1)),
enquanto que na forma B, as microfibrilas sdo orientadas em paralelo (11). Ja a forma y

possui uma formagdo mista de microfibrilas em orientagdes antiparalelas e paralelas (171)])
(SIKORSKI et al., 2009; NISHIYAMA et al., 2011).

Diversos organismos produzem uma variedade de enzimas quitinoliticas, como as
quitinases, por exemplo, que estdo envolvidas na degradacdo da quitina. Essas enzimas
possuem especificidades e propriedades cataliticas diferentes, e suas funcGes fisiologicas
incluem nutricdo, parasitismo, reciclagem de quitina, morfogénese e defesa (HOWARD et al.,
2003).

1.3. Quitinases: estrutura, funcdes e aplicacbes

Quitinases (EC 3.2.1.14) sao glicosil hidrolases (GHs) que clivam as ligagdes
covalentes B-1,4 entre os residuos de GIcNAc das cadeias que formam a quitina. Tomando
como base as similaridades nas suas sequéncias de aminoacidos, as quitinases sao
classificadas como pertencentes as familias 18 e 19 das GHs (HENRISSAT, 1991,
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HENRISSAT; BAIROCH, 1993). Os membros dessas duas familias diferem quanto a
sequéncia de aminodcidos, estrutura tridimensional e mecanismos moleculares das reacfes
cataliticas, possuindo, portanto, diferentes origens evolutivas (MIZUNO et al., 2008a).

As quitinases da familia GH18 séo encontradas em arqueias, bactérias, fungos,
virus, animais e plantas (classes 1l e V). O dominio catalitico das quitinases da familia GH18
possui uma estrutura tridimensional caracterizada por um barril (B/a)s, ou barril TIM (triose
fosfato isomerase), com oito hélices a e oito fitas p (FUNKHOUSER; ARONSON, 2007). O
mecanismo de hidrolise apresentado pelos membros desta familia € a catélise assistida pelo
substrato (Figura 2A), que retém a configuracdo (B) do carbono anomérico do residuo de
GIcNAc que ocupa o subsitio -1 do sitio de ligacdo ao substrato da enzima (ISELI et al.,
1996).

Quitinases da familia GH19 sdo encontradas em plantas (classes I, 1l e 1V),
nematddeos, virus e bactérias, como por exemplo Streptomyces griseus (UBHAYASEKERA,
2011). A ocorréncia de quitinases da familia GH19 em espécies de Streptomyces e outros
géneros da classe Actinobacteria ¢ um aspecto bem estabelecido (WATANABE et al., 1999;
KAWASE et al., 2006). Além de Actinobacteria, as bactérias verdes nao sulfurosas (filo
Chloroflexi) e as bactérias purpuras (filo Proteobacteria) sdo os unicos grupos de Bacteria que
possuem quitinases GH19 (UDAYA PRAKASH et al., 2010), o que revela uma distribuicao
mais restrita dessas quitinases em relacdo aquelas da familia GH18. O dominio catalitico das
quitinases da familia GH19 tém um elevado contedo de o-hélices e uma estrutura
tridimensional semelhante aquelas encontradas em quitosanases (EC 3.2.1.132) e lisozimas
(EC 3.2.1.17) (CHUANG et al., 2008). Os membros desta familia hidrolisam o substrato por
um mecanismo de catdlise acida (Figura 2B), no qual ocorre a inversdo da configuracao do
carbono anomérico (de B para o) do residuo de GICNAc que ocupa o subsitio -1 do sitio de
ligacdo ao substrato (ISELI et al., 1996). A estrutura tridimensional das quitinases dessa
familia foi inicialmente relatada para uma quitinase de classe Il de cevada (HART et al.,
1995).

Dependendo do padréo de clivagem, as quitinases podem ser divididas em duas
categorias: endo- e exoquitinases (COHEN-KUPIEC; CHET, 1998). As endoquitinases
clivam aleatoriamente a quitina em sitios no interior da cadeia, produzindo uma mistura de
oligdbmeros de GIcNAc de baixo peso molecular, como quitotriose [(GICNAC)3], quitotetraose
[(GIcNAC)4] e diacetilquitobiose [(GIcNAC),]. J& as exoquitinases (ou quitobiosidases) clivam
a quitina de forma regular em sitios no interior da cadeia, catalisando a libera¢do progressiva

de um Unico produto, diacetilquitobiose, a partir da extremidade ndo-redutora do
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Figura 2 — Mecanismo de acdo das quitinases. (A) Mecanismo de hidrélise por duplo-deslocamento
proposto para quitinases da familia GH18. A protonagdo de um residuo de GICNAc leva a
formagdo de um intermediério, que pode ser hidrolisado para formar um produto com a
retencdo da configuracdo anomérica. (B) Mecanismo de hidrolise por deslocamento Unico,
proposto para as quitinases da familia GH19. Dois residuos de aminoacidos sdo requeridos
no sitio ativo e o produto da hidrolise tem a inversdo da configuracdo anomérica. Fonte:
BRAMELD; GODDARD, 1998, com algumas modificagdes.



27

polissacarideo (LI, 2006; SHAKHBAZAU; KARTEL, 2008). Ambos os tipos (endo- e
exoquitinases) ocorrem tanto nas quitinases GH18 como naquelas da familia GH19.

Estas proteinas possuem diferentes papeéis fisioldgicos e ecoldgicos para cada
organismo. Nos fungos, as quitinases sdo utilizadas nos processos de desenvolvimento e estdo
envolvidas com a nutricdo e morfogénese (SAHAI; MANOCHA, 1993; ADAMS, 2004). Nos
artrépodes, sdo importantes no desenvolvimento po6s-embrionério, particularmente na
degradacdo das cuticulas e da matriz peritréfica durante o processo de muda
(MERZENDORFER; ZIMOCH, 2003). Nos virus, estdo envolvidas com a patogénese
(GOODAY, 1995). As quitinases produzidas pelas plantas fazem parte do mecanismo de
defesa contra organismos que possuem quitina em sua estrutura (GRAHAM; STICKLEN,
1994). Nas bactérias, estas enzimas tém um importante papel na degradacdo da quitina para
utilizacdo como fonte de carbono, nitrogénio e energia, e dessa forma, possibilitam a
reciclagem de quitina na natureza (HOLLAK et al., 1994; BOOT et al., 2001). O papel das
quitinases nos humanos ainda ndo foi esclarecido, contudo, podem estar envolvidas na defesa
contra patdgenos quitinosos e no metabolismo de carboidratos (SOUZA et al., 2011).

Duas diferentes quitinases de humanos encontradas possuem atividade
quitinolitica, a quitotriosidade (CHIT-1) e a quitinase acida de mamiferos (AMCase). O nivel
destas enzimas pode variar em resposta a infeccdes fingicas, o que sugere a possibilidade de
utilizar essa resposta como diagnostico. CHIT-1 é altamente expressa por macrofagos
ativados e é usada como marcador para a estimulacdo de macréfagos, sugerindo um possivel
papel na imunidade inata. Esta proteina foi primeiramente descoberta no plasma de pacientes
com a doenca de Gaucher, que esta relacionada com o metabolismo de lipideos. Diferentes
ensaios mostraram que o nivel de CHIT-1 no plasma aumenta cerca de 100 vezes em
pacientes com esta doenca. Dessa forma, esta enzima vem sendo utilizada como um
biomarcador para o diagnéstico da doenca de Gaucher. Ja a quitinase AMCase vem sendo
estudada como biomarcador para asma (VEGA; KALKUM, 2012).

Além das diferentes funcdes que as quitinases desempenham nos organismos onde
sdo encontradas, essas proteinas tem atraido grande interesse do ponto de vista
biotecnoldgico, em virtude das diversas aplicacfes potenciais que as mesmas podem ter.
Assim, quitinases podem ser utilizadas para converter biomassa contendo quitina em
derivados Uteis, serem exploradas para o controle de fungos patogénicos e insetos-praga que
atacam culturas agricolas (CEASAR; IGNACIMUTHU, 2012; FANG; AZIMZADEH; ST
LEGER, 2012), além de poder ser empregadas em cuidados com a saude humana, como por

exemplo, no uso de preparacfes oftalmicas, juntamente com outros microbicidas (PATIL et



28

al., 2000). Alguns produtos oriundos da bioconversdo da quitina pela a¢do hidrolitica, como
0S quito-oligossacarideos, possuem importancia médica, uma vez que apresentam acao
antitumoral, anti-inflamatoria e antifungica (AAM et al., 2010). Além disso, mondmeros de
GIcNAc podem ser usados como adocantes e suplementos nutricionais (HUANG et al.,

2012).

1.3.1 Quitinases bacterianas

A reciclagem da quitina no ecossistema marinho é atribuida principalmente a
bactérias quitinoliticas (SOUZA et al., 2011). A quitina é um elemento constituinte do
exoesqueleto de zooplancton, de larvas de invertebrados, da parede celular de algumas
cloroficeas e do material extracelular de algumas diatomaceas (COTTRELL et al., 1999).
Somente na biosfera aquatica, estima-se que mais de 10'' toneladas de quitina sdo produzidas
por ano pelo zooplancton, em processos de muda e senescéncia. Na perspectiva ecologica, a
degradacdo da quitina é importante para a reciclagem de nutrientes, liberando carbono e
nitrogénio para o ecossistema marinho (KEYHANI; ROSEMAN, 1999).

A capacidade de degradar quitina tem sido descrita em muitas bactérias que vivem
no ambiente marinho, incluindo Alteromonas sp., Microbulbifer degradans, Moritella marina,
Salinivibrio costicola, Streptomyces sp., Vibrio alginolyticus, Vibrio anguillarum, Vibrio
cholerae, Vibrio furnissi e Vibrio proteolyticus (SOUZA et al., 2011).

Diferentes genes que codificam quitinases tém sido identificados de fontes
bacterianas, como por exemplo, em Bacillus circulans, Serratia marcescens, Streptomyces
plicatus, Streptomyces lividans, Streptomyces thermoviolaceus e Streptomyces coelicolor.
(NAZARI et al., 2011).

As bactérias produzem varios tipos de quitinases, provavelmente para
hidrolisar a grande variedade de quitina encontrada na natureza. Vibrio harveyi, por exemplo,
secreta cerca de dez diferentes quitinases quando cultivado em meio de cultura contendo
quitina. A producéo dessas quitinases varia em resposta a estrutura da quitina encontrada no
meio, provando que a bactéria pode distinguir entre os diferentes tipos de arranjos de quitina.
V. harveyi apresentou uma maior taxa de crescimento e mais alta atividade quitinasica quando
cultivado na presenca de B-quitina do que em a-quitina. Svitil e colaboradores (1997)
sugerem que o arranjo paralelo das microfibrilas em B-quitina permite um acesso mais facil
para as enzimas bacterianas.

A maioria das quitinases de bactérias identificadas pertence a familia GH18
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(KEYHANI; ROSEMAN, 1999). Quitinases bacterianas da familia GH19 se restringem as
actinobactérias, bactérias verdes ndo sulfurosas e ao grupo de bactérias purpuras (PRAKASH
et al., 2010). A quitinase C (Chic) de Streptomyces griseus HUT6037 foi a primeira quitinase
da familia GH19 encontrada em bactéria. Esta quitinase possui um dominio catalitico
homologo ao de quitinases vegetais das classes I, 1l e IV, e um dominio de ligacéo a quitina
que possui similaridade com dominios de ligacdo a quitina de algumas quitinases bacterianas
da familia GH18, incluindo quitinases Al e D1 de Bacillus circulans WL-12 (WATANABE
et al., 1999). Devido a similaridade entre sequéncias de quitinases de bactérias e de plantas e a
presenca de residuos altamente conservados entre as estruturas tridimensionais de uma
quitinase de mamdo (Carica papaya) e a uma quitinase bacteriana de S. griseus, hipotetizou-
se que ambas teriam a mesma origem evolutiva. Acredita-se que, para o gene da quitinase de
Streptomyces sp., este tenha sido adquirido atraves de processos de transferéncia horizontal
entre bactérias do solo e vegetais superiores (PRAKASH et al., 2010).

As quitinases bacterianas s3o separadas em trés grandes subfamilias: A, B e C,
com base na sequéncia de aminoacidos de cada um dos dominios cataliticos (WATANABE et
al., 1993). Nas quitinases da subfamilia A, existe um dominio de inser¢ao entre a fita f7 ¢ a
hélice a7 da estrutura do barril (B/a)s, estando este dominio ausente nas subfamilias B e C. A
estrutura tridimensional (3D) de algumas quitinases bacterianas ja foram determinadas, como
da quitinase A (Chia) e B (ChiB) de Serratia marcescens QMB1466 e da quitinase Al
(ChiA1) de Bacillus circulans WL-12, ambas pertencentes a familia GH18 e subfamilia A. Ja
a quitinase C (Chic) de S. griseus HUT6037 foi a primeira quitinase bacteriana da familia

GHI19 cuja estrutura 3D foi determinada (CHUANG et al., 2008).

1.3.2. Atividade antifungica das quitinases bacterianas

A parede celular dos fungos protege 0 organismo contra um ambiente hostil e
transmite sinais para a invasao e infeccdo de hospedeiros como plantas, animais e humanos.
Esta parede é uma estrutura complexa formada por quitina, varios glucanos, lipideos e
peptideos incorporados em uma matriz proteica (SELITRENNIKOFF et al., 2001). A quitina
constitui de 22 a 44% da parede celular dos fungos (SHAKHBAZAU; KARTEL, 2008).

Vérias classes de proteinas antifingicas estdo envolvidas na inibi¢do da sintese da
parede celular dos fungos ou na ruptura da estrutura desta parede, e outras agem na estrutura
da membrana, resultando na lise celular (SELITRENNIKOFF et al., 2001).
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O grande interesse no estudo das quitinases é principalmente devido as suas
propriedades antifungicas (MATROUDI et al., 2008). A atividade inibitdria das quitinases
estd relacionada com a proporcdo de quitina presente na parede celular de cada fungo.
Aqueles fungos cuja proporcdo de quitina na parede celular for menor, serdo menos
susceptiveis as quitinases, visto que este € 0 Unico substrato presente na parede sobre o qual a
enzima pode atuar. Além disso, a microestrutura desta parede deve ser levada em conta, uma
vez que ha variacbes da exposicdo das ligagdes B-1,4-glicosidicas da quitina nas diferentes
paredes celulares. Em teoria, a quitinase pode interagir facilmente com a quitina, presente na
parede celular do fungo, quando o arranjo dos componentes da parede se da de forma a expor,
na superficie, as ligacdes glicosidicas das fibras de quitina. Se, no arranjo da parede, tais
ligacGes estiverem menos expostas, menor sera a acao imediata da quitinase. Quanto mais
facilmente a quitinase interagir com seu substrato na parede celular do fungo, maior sera a
velocidade da hidrolise da quitina e, consequentemente, maior sera a inibi¢cdo sobre o fungo
(YAN et al., 2008).

As bactérias produzem quitinases com a funcdo principal de degradar quitina e
usar esse polissacarideo abundante na natureza como fonte de carbono. Entretanto, algumas
quitinases de bactéria também possuem elevada atividade antifungica, como as isoladas de
Serratia plymuthica (FRANKOWSKI et al., 2001), Alcaligenes xylosoxydans (VAIDYA et
al., 2003), Enterobacter sp. NRG4 (DAHIYA et al., 2005b), Bacillus thuringiensis (Bt.)
(DRISS et al., 2005) e Bacillus cereus (HUANG et al., 2005). Assim, 0s genes que codificam
essas quitinases sao potenciais alternativas para a protecdo de plantas.

Segundo Vaidya e colaboradores (2003), a quitinase produzida por Alcaligenes
xylosoxydans inibiu o crescimento de Fusarium udum e Rhizoctonia bataticola. Ja a quitinase
produzida por Enterobacter sp. NRG4 foi ativa contra Fusarium moniliforme, Aspergillus
niger, Mucor rouxi e Rhizopus nigricans (DAHIYA et al., 2005b). Bacillus cereus produz
uma quitinase (ChiCW) que se mostrou efetiva contra o patégeno fungico Botrytis elliptica
(HUANG et al., 2005). A quitinase purificada de Bacillus thuringiensis subsp. aizawai
apresentou atividade litica contra a parede celular de seis fungos fitopatogénicos e inibiu o

crescimento micelial de Fusarium sp. e Sclerotium rolfsii (DE LA VEGA, et al., 2006).

1.4. Expressao heterdloga

A producédo de proteinas recombinantes envolve a clonagem de um determinado

gene em um vetor de expressdo sob o controle de um promotor. Os fatores que influenciam o
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nivel de expressdo incluem a estabilidade e a eficiéncia do mMRNA, o correto enovelamento da
proteina, a degradacdo por proteases e a toxicidade da proteina (SCHUMANN et al., 2004).
Os sistemas heterologos produzem proteinas com uma sequéncia de aminoacidos definida e
permitem que a relacdo entre sequéncia e funcdo da proteina possa ser explorada (LUO et al.,
2005).

Proteinas podem ser expressas em culturas de células de bactérias, leveduras,
mamiferos e insetos, ou por meio de animais e plantas transgénicas (DEMAIN; VAISHNAY,
2009). Para a escolha do sistema de expressdo ideal, devem ser levados em conta a
produtividade, a bioatividade, o propésito e as caracteristicas fisico-quimicas da proteina de
interesse, além do custo, conveniéncia e seguranca do préprio sistema (YIN et al., 2007).

O crescimento da demanda mundial por proteinas recombinantes ajudou no
progresso da engenharia de bioprocessos em relacdo ao desenvolvimento de sistemas de
produgdo economicamente viaveis. Em 2004, o mercado global de proteinas terapéuticas
recombinantes foi no valor de 44 bilhdes de dolares e em 2010, o esperado foi de 70 bilhdes
de dolares (POTVIN et al., 2012). Entre as proteinas farmacéuticas recombinantes ja
produzidas, podemos citar a insulina humana, a albumina, o fator VIII de coagulacdo e o
hormdnio de crescimento humano. Proteinas ndo glicosiladas sdo usualmente produzidas em
Escherichia coli ou leveduras, e as mesmas representam cerca de 40% do mercado de

proteinas terapé€uticas. (DEMAIN; VAISHNAY, 2009).

1.4.1. Escherichia coli

A bactéria Gram-negativa E. coli € um dos hospedeiros mais utilizados na
producdo de proteinas heterdlogas. A escolha por esse sistema resulta do fato de ser um
organismo bem caracterizado em relacdo aos aspectos bioquimico e genético. Esse sistema de
expressao também apresenta uma répida taxa de multiplicacdo e expressao, facil cultivo,
baixo custo e alto rendimento do produto (HUANG; LIN; YANG, 2012). Aproximadamente
80% das proteinas usadas para resolver estruturas tridimensionais do PDB (Protein Data
Bank), até 2003, foram obtidas de forma recombinante em E. coli (SORENSEN;
MORTENSEN, 2005).

Escherichia coli pode acumular proteinas recombinantes em até 80% do seu peso
seco e sobreviver em uma variedade de condi¢des ambientais (DEMAIN; VAISHNAYV, 2009).
Entretanto, existem algumas limitacbes na produgdo de proteinas em E. coli, como a

incapacidade de realizar algumas modificagdes pos-traducionais e formacdo de pontes
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dissulfeto (HUANG; LIN; YANG, 2012). Por ser o processamento pos-traducional de uma
pré-pro-proteina um evento fundamental para a producéo da proteina biologicamente ativa, 0s
mecanismos de processamento pos-traducional das proteinas devem ser compreendidos em
detalhes. A criacdo de sistemas heterologos para a producdo de proteinas recombinantes tem
contribuido de forma efetiva com o esclarecimento da biossintese e processamento das
mesmas (STREICHER; SHARON, 2003).

As proteinas podem ser expressas em E. coli de diferentes maneiras: secretadas
para 0 meio extracelular ou espaco periplasmatico, e intracelular, de forma solavel ou
formando os corpos de inclusdo, que resultam de uma falha do sistema de reparo ou remocao
de proteinas desenoveladas ou enoveladas incorretamente (HUANG; LIN; YANG, 2012).
Para a obtencdo de proteinas soluveis, faz-se necessaria a aplicacdo de métodos apropriados
de solubilizacdo e renaturacdo das proteinas recombinantes (MIDDELBERG, 2002).
Diferentes estratégias tém sido desenvolvidas para evitar a formacdo desses agregados
insolGveis, como: vetor com baixo nimero de cépias, promotor fraco, inducdo em baixas
temperaturas, co-expressdo de chaperonas moleculares. Proteinas recombinantes também
podem ser produzidas na sua forma soluvel e ativa, quando seus genes sdo fundidos com o
gene que codifica a tiorredoxina, uma pequena proteina soltvel (~11 KDa) de E. coli
(DEMAIN; VAISHNAYV, 2009).

A recuperagdo de proteinas biologicamente ativas de corpos de inclusdo também
tem algumas vantagens. Os corpos de inclusdo podem ser acumulados no citoplasma em
niveis muito mais elevados que as proteinas soltveis. Os mesmos sdo resistentes a proteolise
por proteases de E. coli, permitindo um alto rendimento da proteina recombinante. Esses
agregados ndo tém atividade bioldgica, facilitando a producdo de proteinas que normalmente
seriam toxicas em E. coli (CHOI et al, 2006; HUANG; LIN; YANG, 2012).

1.4.2 Pichia pastoris

As leveduras sdo frequentemente utilizadas para produzir proteinas recombinantes
cuja expressdo nao foi bem sucedida em E. coli devido a problemas como enovelamento e
glicosilagdo. As estirpes de leveduras sdo bem caracterizadas e conhecidas por realizar
modificagfes pos-traducionais, como processamento proteolitico, dobramento, formagdo de
pontes dissulfeto, glicosilagdo, metilacdo, acilagdo e endere¢camento da proteina para
compartimentos subcelulares. As mais utilizadas sdo: Saccharomyces cerevisiae e Pichia
pastoris (LI et al., 2007; DEMAIN; VAISHNAY, 2009).
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Pichia pastoris € um dos sistemas de expressdo heteréloga mais eficazes e
versateis. Esse sistema é de grande interesse industrial devido ao forte promotor derivado do
gene da alcool oxidase I (A0X1), a capacidade para a secrecao de proteinas recombinantes, a
habilidade em realizar modificagdes poOs-traducionais e¢ a forte preferéncia pelo crescimento
em condic¢des aerdbicas, uma caracteristica fisiologica chave que facilita muito o seu cultivo
em altas densidades celulares em relagdo a leveduras fermentadoras (POTVIN et al., 2012). O
sistema P. pastoris também ¢ considerado como sendo mais rapido, mais facil e mais barato
do que sistemas de expressdao derivados de eucariontes superiores, tais como células de
insetos ¢ de mamiferos e, normalmente, resulta em niveis mais altos de expressdo (CREGG
et al., 2000).

A levedura metilotrofica P. pastoris é capaz de metabolizar o metanol como
unica fonte de carbono. O primeiro passo no metabolismo do metanol é a sua oxidacdo a
formaldeido, usando oxigénio molecular pela enzima alcool oxidase. Esta reacdo gera também
peroxido de hidrogénio. Para evitar a toxicidade, este produto é sequestrado em peroxissomos.
A enzima alcool oxidase possui pouca afinidade pelo oxigénio molecular, fato compensado
pela grande producdo desta enzima na levedura. O promotor que regula a producdo da alcool
oxidase em P. pastoris € 0 mesmo que tem sido usado em muitos vetores para dirigir a
expressdo da proteina recombinante. Existem dois genes (AOX1 e AOX2) que codificam a
enzima alcool oxidase, sendo que a maior parte da atividade no metabolismo do metanol se
deve ao produto do gene AOX1 (CREGG et al., 2000; CEREGHINO et al., 2002).

A expressdo de um gene exdgeno em P. pastoris envolve trés etapas basicas: (1)
clonagem do gene em um vetor de expresséo; (2) integracdo do vetor de expressao no genoma
de P. pastoris; e (3) selecdo das estirpes de expressdo para o gene escolhido (LI et al., 2007).
A expressdo pode ser intracelular ou secretada. A secrecdo requer a presenga de uma
sequéncia sinal na proteina expressa para o devido enderecamento na via secretéria. O sinal
de secrecao (fator a) de Saccharomyces cerevisiae tem sido usado com sucesso (CREGG et
al., 1993). Uma grande vantagem de obter a proteina secretada € que P. pastoris secreta um
nivel muito baixo de proteinas, fazendo com que a proteina recombinante compreenda a

maioria do total de proteinas secretadas no meio (BARR et al., 1992).

1.5. Expressao de quitinases em sistemas heterdlogos

Quitinases de diversos organismos ja foram produzidas em sistemas heterélogos.

Essas enzimas podem conferir uma maior resisténcia contra patégenos que contém quitina, ou
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até mesmo ajudar na reciclagem de quitina em ambientes ricos em quitina. Entre as quitinases
bacterianas expressas em E. coli, estdo as de Pseudomonas sp. (JANG et al., 2005),
Aeromonas hydrophila (LAN et al., 2006), Sanguibacter sp. (YONG et al., 2006),
Streptomyces coelicolor (KAWASE et al., 2006), Vibrio parahaemolyticus (KADOKURA, et
al., 2007), Chromobacterium sp. (PARK, et al., 2007), Bacillus subtilis (YANG, et al.,
2008), Serratia proteamaculans (MEHMOOQOD et al., 2009) e Bacillus thurigiensis subsp.
colmeri (LIU et al., 2010).

A quitinase recombinante de Sanguibacter sp. expressa em E. coli foi detectada
tanto na fracdo insolivel como no meio de cultura, com massa molecular aparente menor,
sugerindo que o peptideo sinal foi reconhecido e clivado pela célula hospedeira e a proteina
recombinante foi secretada para o meio extracelular. Este resultado também foi confirmado
pela deteccdo de atividade quitinasica no meio de cultura (YONG et al., 2006).

A bactéria S. coelicolor A3(2) produz 11 quitinases da familia GH18 e duas da
GH19. Para comparar as propriedades enzimaticas das quitinases das familias 18 e 19
produzidas por essa mesma bactéria, quatro quitinases (Chil8bA, Chil8aC, Chil8aD, e
Chil9F), cujos genes sdo expressos em niveis elevados em presenca de quitina, foram
produzidas em E. coli e purificadas. Observou-se que o efeito do pH na atividade hidrolitica
foi muito diferente, ndo s6 entre as quatro quitinases, mas também entre os substratos. A
atividade hidrolitica da Chil9F, quitinase da familia 19, contra substratos soltveis foi
extremamente alta, em comparacdo com as trés da familia 18 quitinases, mas foi a menor
contra substratos cristalinos entre as quatro quitinases. Pelo contrario, Chil8aC, uma quitinase
da familia 18, sub-familia A, mostrou maior atividade contra substratos cristalinos. Apenas
Chil9F exibiu atividade antifungica significativa (KAWASE et al., 2006).

Segundo Yang e colaboradores (2008), a quitinase de B. subtilis expressa em E.
coli exibiu elevada e estavel atividade quitinasica em quitina coloidal e inibiu o crescimento
do fitopatdgeno Rhizoctonia solani.

A quitinase de S. proteamaculans 18Al foi expressa em Escherichia coli por
Mehmood e colaboradores (2009) e a enzima recombinante purificada foi ativa em uma ampla
faixa de pH (pH 4.5 a 9) e temperatura (4 a 70 °C), com um pico de atividade em pH 5,5 e
temperatura de 55 °C, e além disso, mostrou atividade inibitéria na germinacéo dos esporos e
crescimento das hifas dos fungos patogénicos Fusarium oxysporum e Aspergillus niger.

Lobo (2009) relatou a expressdo da quitinase CV2935 de C. violaceum em E. coli.
Nesse trabalho, a proteina recombinante teve seu peptideo sinal intrinseco reconhecido e

clivado pela célula hospedeira, sendo secretada para o meio extracelular apds 24 horas de
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cultivo a 37 °C, com massa molecular aparente de 43 kDa, de acordo com o esperado para a
rCV2935 madura. A quitinase recombinante foi purificada por meio de cromatografia de
afinidade em matriz de quitina e apresentou elevada atividade quitinasica, demonstrando que
foi produzida de maneira funcional.

Liu e colaboradores (2010) produziram a quitinase A de Bacillus thurigiensis
subsp. colmeri (ChiA) no meio de cultura de E. coli. A enzima recombinante se mostrou ativa
nas temperaturas de 20 a 60 °C e em pH variando de 4.0 a 8.0. O pico de atividade foi em 50
°C e pH 5.0 e a mesma foi inibida por Ag* e Zn**. ChiA inibiu a germinacao de esporos dos
fungos R. solani, Physalospora piricola, Penicillium chrysogenum e Botrytis cinerea.

Muitas quitinases vegetais também ja foram expressas em E. coli, como as de
classe | de feijao-de-corda (CORREIA, 2007), de banana (FAN et al., 2007), de cevada
(KIRUBAKARAN; SAKTHIVEL, 2007) e de arroz (MIZUNO et al., 2008).

Correia (2007) relatou a clonagem da sequéncia codificadora de uma quitinase de
classe | de feijdo-de-corda em E. coli. A proteina recombinante foi obtida em corpos de
inclusdo. Apos a purificacdo por cromatografia de afinidade em coluna de Sepharose com
niquel imobilizado, a quitinase recombinante ndo apresentou atividade quitindsica. A
quitinase de classe | de banana foi expressa em E. coli na sua forma soltvel e ativa. A enzima
recombinante apresentou efeito inibitério no crescimento do fungo Gloeosporium musarum
(FAN et al., 2007). Kirubakaran e Sakthivel (2007) clonaram e expressaram a sequéncia
codificadora de uma quitinase de classe | de cevada em E. coli. Porém, estes autores
obtiveram uma quitinase expressa na forma insoluvel. Apos “refolding”, seguido de
purificacdo, a proteina foi utilizada em ensaios antifingicos contra importantes fungos
fitopatogénicos, mostrando-se ativa nas doses de 100 ¢ 300 pg.

A atividade antifungica de algumas quitinases é comparavel a fungicidas quimicos
e seu efeito é expresso em uma ampla gama de patégenos. Além disso, as mesmas exibem
um efeito sinergico significante quando usado em combinac¢do com proteinas relacionadas a
patogénese (PR), fungicidas comerciais ou estirpes bacterianas empregadas no controle
biologico (PIETRO et al., 1993; LORITO, et al., 1996 apud SHAKHBAZAU; KARTEL,
2008). Plantas transgénicas expressando diferentes quitinases apresentaram um aumento na
resisténcia as doengas causadas por fungos (CEASAR; IGNACIMUTHU, 2012).

Diferentes quitinases bacterianas tém sido expressas em plantas, como as de
Serratia marcescens (JACH et al., 1992), S. plymuthica (SHAKHBAZAU, 2005),
Streptomyces griseus (RAHAM et al., 2008), S. olivaceoviridis (HASSAN et al., 2009) e
Bacillus pumilus (DEHESTANI et al., 2010).
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Jach e colaboradores (1992) expressaram a quitinase de S. marcescens em
Nicotiana tabacum. As plantas transformadas tiveram um aumento na resisténcia ao fungo R.
solani e a mortalidade das plantas transgénicas crescidas em solo infectado foi 60% menor
que 0s genotipos controle. A endoquitinase de S. plymuthica expressa em N. tabacum
apresentou a capacidade de reduzir o crescimento de fungo patogénico F. oxysporum em até
60% em relagdo ao controle, bem como diminuir o nivel de germinagdo dos esporos de B.
cinerea (SHAKHBAZAU, 2005).

Hassan e colaboradores (2009) expressaram a quitinase de S. olivaceoviridis em
Pisum sativum e os resultados mostraram que as plantas transgénicas inibiram ou retardaram a
extensédo das hifas de Trichoderma harzianum.

Segundo Dehestani e colaboradores (2010), a quitinase de B. pumilus foi expressa
em Arabidopsis thaliana e apresentou um alto efeito inibitorio na germinacdo dos esporos e
no crescimento radial das hifas de Alternaria brassicicola, Fusarium graminearum e B.
cinerea.

A expressdo de quitinases de bactérias, fungos, insetos, plantas e até de humanos
em P. pastoris também tem sido relatada. A endoquitinase do fungo Chaetomium globosum
(CHI146) foi produzida de forma ativa em P. pastoris. O pico de atividade foi em 45 °C e pH
5,0 e a mesma foi eficaz na degradacdo da parede celular dos fungos fitopatogénicos R.
solani, F. oxysporum, Sclerotinia sclerotiorum, Valsa sordida, Septoria tritici e Phytophthora
sojae (LIU et al., 2008). Wang e Yang (2009) expressaram uma quitinase da familia GH18 do
fungo Chaetomium cupreum (CHI58) em P. pastoris. A enzima possui massa molecular
aparente de 58 kDa e também apresentou um pico de atividade em 45 °C e pH 5,0, quando a
quitina coloidal foi usada como substrato.

Segundo Fitches e colaboradores (2004), a quitinase do inseto Lacanobia
oleracea foi produzida de forma funcional em P. pastoris. A proteina recombinante mostrou-
se altamente toxica para larvas de L. oleraceae, causando 100% de mortalidade em baixas
concentragdes (2,5 pg/g de inseto).

Park e colaboradores (2002) clonaram e expressaram duas quitinases de classe 111
(OsChibla e OsChiblb) de arroz (Oryza sativa L.) em P. pastoris. As quitinases
recombinantes degradaram ativamente a glicol-quitina em pH 4,3 e 8,3, respectivamente.
Somente a OsChiblb mostrou forte atividade litica e atividade antifungica significativa.

A quitinase de classe Il de bambu (Bambusa oldhami) foi expressa em P.
pastoris. Duas quitinases recombinantes com massa moleculares de aproximadamente 28,3 e

35,7 kDa foram purificadas, sendo a ultima uma isoforma glicosilada. Ambas apresentaram-se
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enzimaticamente ativas contra glicol-quitina e apresentaram atividade antifingica contra
Scolecobasidium longiphorum, além de apresentarem estabilidade térmica acima de 70 °C
(KUO et al., 2008)

Liu e colaboradores (2010) produziram a endoquitinase de Limonium bicolor
(Lbchi31) de forma ativa em P. pastoris. O pico de atividade foi em 40 °C e pH 5,0 e a
mesma foi efetiva na degradacdo da parede celular dos fungos fitopatogénicos R. solani, F.
oxysporum, S. sclerotiorum, V. sordida, S. tritici e P. sojae.

Goodrick e colaboradores (2001) conseguiram produzir uma quitinase humana
(rh-chitinase) com rendimento de 200 a 400 mg/L da proteina recombinante.

Algumas quitinases bacterianas também ja foram produzidas na levedura P.
pastoris. Lee e colaboradores (2010) produziram a endoquitinase de Sanguibacter antarcticus
KOPRI 21702 (rChi21702) usando a otimizacdo de codons. O pico de atividade foi em 37 °C
e pH 7,6 e o rendimento da proteina recombinante foi de 1 mg/L de cultura.

As quitinases de C. violaceum codificadas pelas ORFs CV3316, CV2736 e
CV2935 também foram produzidas por essa levedura (TEIXEIRA, 2011; LOBO, 2012;
MEDEIROS, 2012). Teixeira (2011) relatou a expressdo da quitinase CV3316, pertencente a
familia GH18, de forma sollvel e ativa contra quitina coloidal e substratos sintéticos.
Entretanto, a CVV3316 ndo se mostrou efetiva contra os fungos fitopatogénicos analisados. A
quitinase CV2736 da familia GH18 foi produzida em P. pastoris com sucesso, sendo
secretada para 0 meio de cultura de forma soltvel e com atividade hidrolitica contra quitina
coloidal e substratos sintéticos. Uma fracdo enriquecida com essa proteina exibiu atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (MEDEIROS, 2012).

Lobo (2012) expressou a endoquitinase CVV2935, pertecente a familia GH18, de
maneira funcional em P. pastoris. A enzima mostrou-se ativa contra substratos sollveis e
insoltveis, em ampla faixa de pH e temperatura, além de retardar o desenvolvimento do fungo
fitopatogénico R. solani. A enzima teve sua estrutura cristalografica resolvida a uma
resolucao de 2.1A e seu dominio catalitico apresentou um dobramento do tipo barril (B/a)s
(barril TIM) e residuos essenciais para catalise conservados, caracteristicas essas, comuns as
proteinas da mesma familia.

A producdo heterdloga de uma quitinase pertencente a familia GH19 de C.
violaceum, e posterior caracterizacdo estrutural e bioquimica, contribuird para o entendimento
da funcéo bioldgica e podera confirmar o potencial da mesma no controle biotecnolégico de

doencas causadas por fungos patogénicos.
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2. HIPOTESES

Tendo em vista que as quitinases sdo expressas em bactérias em pequenas
quantidades e o processo de purificacdo das mesmas pode se tornar bastante complexo, a
expressdo heteréloga é uma alternativa vidvel para a producdo dessas proteinas de uma forma
rdpida e com maior rendimento, sendo, portanto, Util para a caracterizacdo da quitinase
CV1897 de C. violaceum. Desta forma, essa Tese foi desenvolvida com o proposito de testar

as seguintes hipoteses:

1 - A quitinase CV1897 de C. violaceum ATCC 12472 pode ser produzida de forma solavel e

ativa em dois sistemas heterdlogos: Escherichia coli e Pichia pastoris;

2 - A quitinase recombinante pode ser purificada, o que permitird sua caracterizagdo

bioquimica e estrutural:

3 -ArCV1897 ¢ ativa contra leveduras de importancia médica e fungos fitopatogénicos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Producdo da quitinase codificada pela ORF CV1897 de C. violaceum ATCC
12472, assim como, avaliar o seu potencial biotecnolégico como uma ferramenta no controle

de leveduras de importancia médica e fungos fitopatogénicos.

3.2 Objetivos especificos

- Clonar a sequéncia codificadora da quitinase CV1897 de C. violaceum em
vetores adequados para expressao em dois sistemas heterdlogos: E. coli e P. pastoris;

- Expressar a proteina recombinante nas estirpes de E. coli BL21(DE3) e
ArticExpress (DE3) e nas estipes de P. pastoris GS115 e KM71H;

- Purificar a quitinase rCV1897;

- Realizar a caracterizacao bioquimica e estrutural da proteina recombinante;

- Avaliar os efeitos da proteina recombinante sobre estirpes de Candida tropicalis

e fungos fitopatogénicos.
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4. MATERIAIS

4.1 Fungos filamentosos

Os fungos Fusarium solani, F. oxysporum, Colletotrichum lindemuthianum, C.
musae, C. gloeosporioides, Rhizoctonia solani e Penicillium herquei foram obtidos da
micoteca mantida pelo Laboratorio de Proteinas Vegetais e pelo Laboratorio de Defesa e
Toxinas Vegetais, ambos do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular do Centro de
Ciéncias da UFC.

4.2 Leveduras

As estirpes de Candida tropicalis usadas fazem parte da Colecdo de Leveduras do
Laboratdrio de Bioprospeccdo e Experimentacdo de Leveduras da Faculdade de Farmécia,

Odontologia e Enfermagem da UFC.

4.3 Células para clonagem e expressao

A estirpe de E. coli TOP10F’ (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)
foi utilizada nos experimentos de clonagem, enquanto que as estirpes BL21(DE3) e
ArticExpress (DE3) (Stratagene, Texas, USA) foram utilizadas como hospedeiro de
expressdo. Células de P. pastoris estirpes GS115 e KM71H (Invitrogen Life Technologies)
foram usadas como hospedeiro de expresséo.

4.4. Plasmideos

Os vetores de expresséo utilizados foram o plasmideo pET302/NT-His (Anexo A)
para expressdo em E. coli, e pPICZaA (Anexo B) para expressdao em P. pastoris. Ambos os
plasmideos foram adquiridos da Invitrogen.

4.5 Enzimas

As enzimas de restricdo Arvll (10 U/pL), EcoRI (10 U/uL), Sacl (10 U/pL), Xhol
(10 U/pL) e Xbal (10 U/uL) foram obtidas da Fermentas (Burlington, Ontario, Canada). T,
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DNA ligase (3 U/uL) foi adquirida da Promega (Madison, WI, USA). A DNA Polimerase
Phusion Hot Start, de alta fidelidade, juntamente com seus tampdes, foi adquirida da
Finzymes (Vantaa, Finlandia).

A enzima B-glucuronidase de Helix pomatia tipo HP-2, utilizada nos ensaios de

atividade quitinsica, foi adquirida da Sigma-Aldrich (USA).

4.6 Reagentes e outros materiais

Oligonucleotideos iniciadores, apropriados para reacdes de PCR, foram
sintetizados pela IDT (Integrated DNA Technologies, San Diego, CA, USA).

Marcadores de massa molecular de acidos nucléicos usados nas eletroforeses em
gel de agarose foram A DNA/Hindlll, $X174/Haelll (New England BioLabs Inc, Ipswich,
MA, USA) e Gene Ruler Express DNA ladder (Fermentas).

Marcadores de massa molecular de proteinas, usados nas eletroforeses em gel de
poliacrilamida, foram os seguintes: Bench Mark Pre-stained Protein Ladder, Bench Mark
Protein Ladder (Invitrogen) e Low Molecular Weight (GE Healthcare Bio-Sciences,
Piscataway, NJ, USA).

Todos os demais reagentes usados neste trabalho foram de grau analitico e com

alto grau de pureza.
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5. METODOS

5.1 Analises in silico da sequéncia de aminoacidos da proteina CVV1897

A presenca de dominios e a delimitacdo dos mesmos na sequéncia de aminoécidos
(numero de acesso no GenBank: NP_901567) da proteina codificada pela ORF CV1897 de C.
violaceum ATCC 12472 foi determinada, comparando-se essa sequéncia com aquelas
depositadas nos bancos de proteinas Pfam (Protein  Families Database)
(www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/) (PUNTA et al.,, [S.d.])) SMART (Simple Modular
Architecture Research Tool) (http://smart.embl-heidelberg.de/) (LETUNIC, DOERKS;
BORK, [S.d.]; SCHULTZ et al, [S.d]) e CDD (Conserved Domains Database)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml) (MARCHLER-BAUER et al., [S.d.]).

A predicdo de peptideo sinal foi feita pelo programa SignalP 4.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP-4.0/) (PETERSEN et al., [S.d.]) e pelo banco de
dados Exprot (http://www.laurentian.ca/NR/rdonlyres/878B67F6-AD4B-41D1-9DB7-
C7B8D41BF85D/0/Cviolaceum.txt) (URSING et al., 2002). Sitios potenciais de N- e O-
glicosilacao foram preditos pelos programas NetNGlyc
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) (GUPTA et al, 2004) e NetOGlyc
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/), respectivamente.

5.2 Desenho dos oligonucleotideos iniciadores

Oligonucleotideos iniciadores foram desenhados para amplificacdo da sequéncia
de DNA (1.320 pb; Anexo C) da ORF CV1897, que esta localizada entre as posicoes
2.063.569 a 2.064.888 do cromossomo Unico de C. violaceum ATCC 12472, cuja sequéncia
encontra-se depositada no GenBank (numero de acesso NC_005085).

Para expressao em E. coli, dois oligonucleotideos iniciadores foram projetados de
modo a permitir a amplificacio da ORF completa (1.320 pb): 5°-
CCGCTCGAGAAACTGTCAGCCTTCATCATC-3’ (senso) e 5-
CCGCCTAGGTTTCAGCTTGACGCCCCAG-3’ (antissenso). Sitios para endonucleases de
restri¢ao (sublinhados nas sequéncias descritas) foram adicionados a extremidade 5’ nos
iniciadores senso (Xhol) e antissenso (Avrll), de modo a permitir a inser¢cdo do fragmento
amplificado no sitio maltiplo de clonagem do vetor pET302/NT-His. Nesse vetor, a expressao
da ORF CV1897 esta sob o controle do promotor forte T7lac, controlado pela RNA


http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/
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polimerase do bacteriofago T7 e induzivel por IPTG. Além disso, a proteina recombinante €
produzida como uma proteina de fusdo, com uma cauda de histidina (6xHis) localizada na sua
extremidade N-terminal.

Para expressdo em P. pastoris, trés oligonucleotideos iniciadores (dois senso e
um antissenso) foram projetados de modo a permitir a amplificacdo de dois fragmentos: um
fragmento (CV1897ps.) correspondendo & sequéncia completa da ORF 1897 (1.320 pb) e
outro fragmento (CV1897ps-), correspondendo a uma sequéncia parcial (1.266 pb; Anexo D),
que excluia os 54 primeiros nucleotideos, que putativamente codificam um peptideo sinal N-
terminal nativo. Dessa forma, a sequéncia completa foi amplificada com os iniciadores 5°-
CCGGAATTCAAACTGTCAGCCTTCATCATC-3’ (senso 1) e 5’-
CCGTICTAGAACTTTCAGCTTGACGCCCCAG-3’ (antissenso), enquanto que a ORF
parcial foi amplificada com os iniciadores 5’-CCGGAATTCGCGCCATGGCAAGCCCG-3’
(senso 2) e o antissenso ja descrito. Sitios para enzimas de restricdo (que estdo sublinhados
nas sequéncias anteriormente descritas) foram adicionados a extremidade 5’ dos iniciadores
senso (EcoRI) e antissenso (Xbal), de modo a permitir a insercdo dos fragmentos
amplificados no sitio multiplo de clonagem do vetor pPICZaA. Ambas as sequéncias,
codificando CV1897ps; e CV1897ps., foram clonadas em frame com a sequéncia codificadora
do fator o de secregdo de Saccharomyces cerevisiae, para direcionamento da proteina
recombinante para 0 meio de cultura. A proteina recombinante € produzida como uma
proteina de fusdo, com uma cauda de histidina (6xHis) e um peptideo contendo o epitopo c-
myc, localizados na sua extremidade C-terminal. A expressdo da proteina de fusdo esta sob o
controle do promotor do gene AOX1 (da alcool oxidase) de P. pastoris (Paox1), induzivel por
metanol, e da sequéncia terminadora da transcricdo do mesmo gene (TT aox1)-

Os fragmentos de DNA cujas sequéncias codificavam a proteina CVV1897 com e
sem peptideo sinal nativo foram chamados de CV1897ps: € CV1897ps-, respectivamente. A
mesma denominacdo também foi usada para se referir as proprias proteinas recombinantes,

codificadas pelos respectivos fragmentos.

5.3 Amplificagdo dos fragmentos de DNA CV1897ps. € CV1897ps_

Os fragmentos de DNA CV1897ps. € CV1897ps_ foram amplificados por PCR, a
partir de DNA molde de C. violaceum ATCC 12472, com os oligonucleotideos ja descritos.
As reacOes de PCR foram realizadas em microtubos de 0,2 mL (Axygen Scientific Inc., Union

City, CA, USA), utilizando uma DNA polimerase termoestavel de alta fidelidade, para um
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volume final de 20 pL contendo DNA gendmico (50 ng), dNTPs (200 uM cada),
oligonucleotideos iniciadores (0,5 uM cada um), tampao HF 1X com MgCl, (Finnzymes,
Finlandia), Hot Phusion DNA polimerase (0,4 U; Finnzymes) e agua ultra-pura estéril (g.s.p.
20 uL). Além das amostras testadas na reacdo de PCR, um controle negativo, que continha
todos os componentes da reagdo exceto o DNA molde, foi sempre usado. O processo de
amplificacdo ocorreu em um termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf, Hamburg,
Alemanha), programado para uma etapa inicial de desnaturacdo (98 °C a 3 min), seguida por
35 ciclos de 10 s a 98 °C (desnaturacédo), 30 s a 65 °C (para iniciadores destinados a clonagem
em E. coli) ou 68 °C (para iniciadores destinados a clonagem em P. pastoris) e 72 °C por 2
min e 30 s (extensdo). A UGltima etapa consistiu de uma extensdo a 72 °C por 5 min.
Posteriormente, uma aliquota do produto final da reacédo foi analisada por eletroforese em gel

de agarose 1%, como descrito por Sambrook e colaboradores (1989).

5.4 Expressdo de rCV1897ps: em Escherichia coli

5.4.1 Obtencéo do vetor recombinante (pET302::CV1897ps.) € transformacdo genética de

E. coli

Os produtos da PCR (5.3) foram purificados (kit i/lustra™ GFX™ PCR DNA and
Gel Band Purification, GE Healthcare), de acordo com as instru¢cdes fornecidas pelo
fabricante do kit, e em seguida, foram digeridos com Xhol (20 U) e Avrll (20 U). Ao final da
digestdo, as enzimas foram inativadas a 80 °C por 20 min e os produtos da digestdo foram
ligados ao vetor de expressédo (PET302/NT-His tratado com Xhol e Avrll) com T, DNA
ligase (Promega), de acordo com as especificacdes do fabricante dessa enzima. A reacdo foi
mantida a 4 °C por aproximadamente 16 h. Em seguida, o produto da reacdo de ligacdo
(PET302::CV1897ps.) foi utilizado para transformar células eletrocompetentes de E. coli
TOP10F’, preparadas como descrito no anexo F.

O plasmideo recombinante foi introduzido nas células bacterianas por
eletroporacdo. Para tal, a reacdo de ligagdo (10 uL) e as celulas eletrocompetentes de E. coli
TOPIOF* (40 pL) foram misturadas e a suspensdo transferida para uma cubeta de
eletroporagdo (Eppendorf), com ranhura de 4 mm de largura. A suspensédo de células foi entéo
submetida a um pulso de 2,5 kV, em um eletroporador Electroporator 2510 (Eppendorf).
Imediatamente apos a aplicacdo do pulso, 1 mL de meio SOC pré-aquecido a 37 °C foi

adicionado a cubeta, para remocdo das células. A suspensdo celular assim obtida foi
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transferida para um tubo estéril de 15 mL e incubada sob agitacdo constante (150 rpm) a 37
°C por 1 h. Apo6s a incubagdo, uma aliquota (100 pL) da cultura foi semeada em meio LB
agar suplementado com carbenicilina (100 pg/mL) e estreptomicina (30 pg/mL). As placas
foram mantidas a 37 °C por aproximadamente 18 h e avaliadas quanto a presenca de col6nias.
Algumas col6nias foram selecionadas ao acaso, e cada uma foi inoculada separadamente em
caldo LB (5 mL) suplementado com carbenicilina (100 pg/mL) e estreptomicina (30 pg/mL)
e incubadas a 37 °C sob agitacdo orbital constante (200 rpm) por cerca de 18 h. Uma aliquota
(1,5 mL) de cada cultura foi submetida a extracdo de DNA plasmidial pelo método de lise
alcalina (SAMBROOK et al., 1989). Para confirmar a presenca do inserto, amostras de DNA
plasmidial foram digeridas com X#hol e Avrll e os produtos da digestdo analisados por

eletroforese em gel de agarose 0,8%.

5.4.2 Transformacao genética de E. coli estirpes BL21(DE3) e ArcticExpress (DE3) com 0
vetor recombinante pET302::CV1897ps.

Uma aliquota (50 ng) do plasmideo pET302::CV1897ps. foi usada para
transformar 40 pL de células eletrocompetentes (preparadas de acordo com o protocolo
descrito no Anexo F) de E. coli BL21(DE3) e ArcticExpress (DE3), como descrito
anteriormente (5.4.1). Apo6s a eletroporacao, uma aliquota de 100 pL da cultura foi inoculada
em meio LB agar, suplementado com carbenicilina (100 pg/mL) para BL21(DE3), e com
gentamicina (20 ug/mL) e carbenicilina (100 pg/mL) para ArcticExpress (DE3). As placas
foram mantidas a 37 °C por aproximadamente 16 h e avaliadas quanto ao crescimento de
colonias. Dez colonias foram selecionadas aleatoriamente e cada uma foi inoculada,
individualmente, em 5 mL de caldo LB, suplementado com 0s mesmos antibidticos. As
culturas foram incubadas a 37 °C sob agitacdo constante (200 rpm) por 18 h. Uma aliquota de
cada cultura (850 pL) foi misturada a 150 uL de glicerol 100% (v/v) estéril, e apds

homogeneizacdo as mesmas foram mantidas a -80 °C.

5.4.3 Inducéo da expressdo de rCV1897ps, a partir de E. coli BL21(DE3) e ArcticExpress
(DE3)

Células de E. coli BL21(DE3) e ArcticExpress (DE3), geneticamente
transformadas com pET302::CV1897ps. (5.4.2), foram inoculadas em LB agar suplementado
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com os antibioticos apropriados e incubadas a 37 °C por 18 h. Uma coldnia isolada de cada
estirpe recombinante foi entdo inoculada em 5 mL de caldo LB suplementado com 0s
antibioticos adequados. As culturas foram mantidas sob agitacdo constante (180 rpm) a 37 °C
por aproximadamente 16 h. Uma aliquota de 1 mL de cada cultura foi inoculada em 100 mL
de caldo LB (também suplementado com os respectivos antibioticos) e as suspensées foram
incubadas novamente a 37 °C sob agitacdo orbital constante (180 rpm) até que a DOggo de
cada uma atingisse um valor entre 0,4 e 0,6. Nesse momento, isopropil-B-D-
tiogalactopiranosideo (IPTG) foi adicionado a cada cultura, para uma concentracdo final de
0,5 mM. Apds a adicdo do indutor, a cultura da estirpe BL21(DE3) foi incubada a 37 °C e a
da ArcticExpress (DE3) a 12 °C, e permaneceram nessas condi¢cdes por 24 h, sob agitacdo
orbital constante (180 rpm). Aliquotas de 10 mL foram removidas de cada cultura nos tempos
de 0, 2, 4, 6, 8 e 24 h ap6s a adigdo de IPTG. As aliquotas foram centrifugadas (6.000 x g, 10
min, 4 °C) para a separacdo das células do meio de cultura (sobrenadante), o qual foi
descartado.

Como inducgéo controle, 0 mesmo procedimento descrito foi realizado com células

de E. coli transformadas com o plasmideo pET302/NT-His integro.

5.4.4 Lise celular

A lise das células de E. coli, obtidas apds a indugdo da expressao de rCV1897ps;,
foi realizada de acordo com o protocolo descrito por Nogueira (1999). As células foram
ressuspendidas em 1/10 do volume de cultura original em tampao de lise (Tris-HCI 50 mM
pH 8,0, EDTA 2 mM, NaCl 0,15 M) e lisozima foi adicionada a suspensdo para uma
concentracdo final de 100 pg/mL, seguida de 1/10 do volume de Triton X-100 1% (v/v). A
suspensdo foi incubada a 30 °C por 15-30 min até que ocorresse a lise das células,
evidenciada pelo desenvolvimento de viscosidade. Em seguida, DNAse | (para uma
concentracdo final de 20 pg/g de células) foi adicionada ao lisado, juntamente com MgCl; e
CaCl, para concentracgdes finais de 8 mM e 10 mM, respectivamente. O lisado foi incubado a
30 °C até a perda total da viscosidade, sendo em seguida centrifugado a 12.000 x g por 30 min

a 4 °C para a separacdo das fracdes soltvel e insoltvel (pélete).
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5.5 Expressdo de rCV1897ps. e rCV1897ps. em Pichia pastoris

5.5.1 Obtengdo dos vetores recombinantes pPICZaA::CVI1897ps+ e pPICZaA::CV1897ps.

Os produtos de PCR dos fragmentos de DNA CV1897ps. € CV1897ps_, 0Obtidos
como descrito no item 5.3, foram purificados (Kit illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band
Purification) e digeridos com EcoRI (20 U) e Xbal (20 U) por 6 h. Ao final deste periodo, as
enzimas foram inativadas a 80 °C por 20 min e os produtos digeridos foram ligados ao
plasmideo pPICZaA (previamente digerido com as mesmas endonucleases de restri¢do) com
T, DNA ligase (Promega), de acordo com as especificacdes do fabricante. A reacdo foi
mantida a 4 °C por aproximadamente 16 h. Em seguida, os produtos da reacdo de ligacéo
(pPICZaA::CV1897ps+ e pPICZaA::CV1897ps.) foram utilizados para transformar células
eletrocompetentes de E. coli TOP10F’, como descrito anteriormente.

Apds a eletroporacdo das ceélulas, uma aliquota de 100 pL das culturas foi
inoculada em meio LB low salt &gar suplementado com zeocina 25 pg/mL ou bleocina 5
pg/mL.

Algumas coldnias isoladas foram selecionadas ao acaso e inoculadas em 5 mL de
caldo LB low salt e incubadas a 37 °C por 16 h. Das culturas obtidas, aliquotas foram
removidas e submetidas a extracdo de DNA plasmidial seguindo o protocolo de lise alcalina
(SAMBROOK et al., 1989). Para confirmacédo da presenca dos insertos, os plasmideos foram
digeridos com EcoRI e Xbal (20 U de cada enzima por reacdo). Os produtos das reacdes de

digestdo foram visualizados por eletroforese em gel de agarose 0,8%.

5.5.2  Lineariza¢do dos plasmideos recombinantes pPICZaA::CV1897ps+ €
PPICZaA::CV1897ps.

Aproximadamente 20 pg de cada plasmideo recombinante (pPICZaA::CV1897ps+
e pPICZoA::CV1897ps.) foram digeridos com Sacl (40 U) para linearizagéo. A reagédo foi
incubada em termociclador PTC-200 Thermo Cycler (MJ Research, Waltham, MA, USA) a
37 °C por 4 h, e ao final desse periodo, a enzima foi inativada por incubagéo a 65 °C por 20
min. Ao término da reacdo, uma pequena aliquota foi aplicada em gel de agarose 0,8% para

verificar a eficiéncia da linearizacéo.
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O restante da amostra foi precipitado pela adi¢do de 1/10 do volume da reacdo de
acetato de amonio 7,5 M e 2,5 volumes de etanol absoluto. Em seguida, a mistura foi
centrifugada a 13.000 x g por 10 min, a 25 °C, e o precipitado lavado com etanol 80% (v/v).
Apbs a evaporacdo do etanol, o precipitado foi ressuspendido em 15 pL de agua destilada
estéril. Este mesmo protocolo também foi utilizado para linearizagdo do plasmideo pPICZaA

integro.

5.5.3 Transformacdo genética de P. pastoris GS115 e KM71H com os vetores
recombinantes pPICZaA::CV1897ps: e pPICZaA::CV1897ps.

Os plasmideos recombinantes e o plasmideo integro (pPICZaA), linearizados com
Sacl, foram introduzidos em células de P. pastoris GS115 e KM71H por eletroporacdo. Em
cada transformacdo, 80 pl da suspensdo de células eletrocompetentes, preparadas como
descrito no anexo G, foram misturadas com 10 pg do plasmideo linearizado ¢ a mistura foi
transferida para uma cubeta de eletroporacdo (Eppendorf), com ranhura de 4 mm de largura.
A suspensdo foi submetida a um pulso de 2,5 kV em um eletroporador Electroporator modelo
2510 (Eppendorf). Imediatamente apds a aplicacdo do pulso, as células foram ressuspendidas
em 1 mL de sorbitol 1 M e transferidas para um tubo estéril de 15 mL. As células foram
mantidas a 30 °C por 1 h, sem agitacdo e entdo uma aliquota (100 puL) da cultura foi inoculada
em meio YPDS suplementado com zeocina 500 pg/mL. As placas foram incubadas por
aproximadamente 72 h a 30 °C e avaliadas quanto ao crescimento de col6nias.

Algumas colonias foram selecionadas aleatoriamente, inoculadas individualmente
em 5 mL de meio YPD, contendo zeocina 500 pg/mL, e incubadas a 30 °C por 16 h a 200
rpm. De cada cultura assim obtida, uma aliquota (1,5 mL) foi submetida a extracdo de DNA
genémico, seguindo o protocolo de Warner (1996), como descrito no anexo H. A qualidade
das preparacdes foi verificada por eletroforese em gel de agarose 0,8% e a concentracdo de
DNA gendmico estimada pela medida da absorbéncia a 260 nm, de acordo com Sambrook e
colaboradores (1989). Para confirmacdo da integragcdo dos respectivos cassetes de expressao
recombinantes (Paox1::CV1897ps+:: TTaoxs € Paox1::CV1897ps.::TTaox1) NO genoma de P.
pastoris GS115 e KM71H, amostras de DNA gendmico (300 ng) dos clones selecionados
foram submetidas a reacGes de PCR, utilizando-se os pares de oligonucleotideos iniciadores

descritos no item 5.2.
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5.5.4 Inducéo da expressao de rCV1897ps: € rCV1897ps em P. pastoris GS115 e KM71H

Clones de P. pastoris GS115 e KM71H, geneticamente transformados com o0s
plasmideos recombinantes foram selecionados para a inducdo da expressdao. Uma coldnia
isolada de cada clone, crescida em meio YPDS &gar contendo zeocina 500 pg/mL, foi
inoculada em 20 mL de BMGY suplementado com zeocina 500 pg/mL. A suspensdo foi
incubada sob agitacdo constante (200 rpm) a 30 °C até que atingisse uma DOggo entre 8,0 e
12,0.

As células da cultura foram coletadas por centrifugacéo (3.000 x g por 5 min a 4
°C), lavadas com agua destilada estéril e novamente coletadas por centrifugacdo (3.000 x g
por 5 min a 4 °C). Em seguida, as células foram ressuspendidas em meio de inducdo BMMY
contendo zeocina 500 pg/mL, de forma que a DOgy fosse igual a 1,0. As culturas foram
mantidas sob agitacdo constante (200 rpm) a 17 °C durante todo o periodo de induc&o.
Metanol foi adicionado ao meio de cultura a cada 24 h, para uma concentragdo final de 1%
(v/v), para manter a inducdo da expressdo das proteinas recombinantes. Aliquotas de 100 mL
foram retiradas a cada 24 h, desde o inicio da inducdo (tempo 0 h) até 144 h de cultivo na
presenca de metanol, para verificagdo do nivel de expressdo da quitinase recombinante. Cada
aliquota da cultura foi centrifugada (3.000 x g por 5 min a 4 °C), as células foram descartadas
e o0 sobrenadante (i.e., meio de cultura livre de células) foi dialisado exaustivamente contra
agua destilada, para posterior precipitacdo de proteinas totais. As amostras coletadas foram

analisadas por eletroforese em condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE) e ensaio enzimatico.

5.6 Eletroforese em gel de poliacrilamida em condic¢des desnaturantes

Eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida na presenca de SDS (SDS-
PAGE) foi realizada de acordo com o protocolo descrito por Laemmli (1970), adaptado para
geéis montados entre placas de vidro. O gel de empacotamento continha acrilamida 3,5% (m/v)
e SDS 1% (m/v), e foi montado em tampéo Tris-HCI 0,5 M pH 6,8, enquanto que o gel de
resolucdo possuia acrilamida 15% (m/v) e SDS 1% (m/v), montado em tampéo Tris-HCI 3 M
pH 8,8. As amostras foram diluidas em tampéo de amostra [Tris-HCI 0,0625 M, pH 6,8; SDS
2% (m/v); B-mercaptoetanol 5% (v/v) e azul de bromofenol 0,001% (m/v)] e aquecidas a 100
°C por 10 min antes de serem submetidas a corrida eletroforética.

As corridas eletroforéticas foram realizadas em sistema vertical Dual Gel Caster

(Hoefer, Sdo Francisco, USA) sob voltagem constante (100 V) em tampé&o de corrida [Tris-
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HCI 0,025 M pH 8,3, glicina 0,192 M, SDS 0,1% (m/v)]. Ap6s a corrida, as bandas de
proteinas foram coradas com solucdo de Coomassie Brilliant Blue R-250 0,2% (m/v),
preparado em metanol 50% (v/v), acido acético 10% (v/v) ou com Simply Blue Safe Stain
(Invitrogen), e descorados com uma solucdo de isopropanol 12,5% (v/v), acido acético 10%
(v/v) ou com &gua (no caso das proteinas terem sido coradas com Simply Blue Safe Stain). O
kit Plus One Silver Staining (GE Healthcare) também foi usado na deteccao de proteinas com
nitrato de prata, de acordo com as instrucoes fornecidas pelo fabricante.

Alternativamente, a detec¢cdo das quitinases recombinantes foi realizada com o kit
InVision His-tag in-gel stain (Invitrogen), que consiste no reconhecimento da cauda de
histidina, presente na proteina recombinante, por um corante fluorescente conjugado ao Ni*?
(complexo &cido nitrilotriacético). O experimento foi conduzido de acordo com o protocolo
fornecido pelo fabricante. Apés a corrida eletroforética, o gel ficou imerso por 1 h em solucéo
de metanol 50% (v/v), &cido acético 10% (v/v) e, em seguida, foi lavado com agua destilada.
O gel foi entdo imerso na solucdo corante, fornecida pelo fabricante, por mais 1 h, e
posteriormente, foi lavado com tampdo fosfato de sdédio 20 mM pH 7,8. A revelacdo das
bandas protéicas se deu por exposicdo a luz UV, em transiluminador Vilber Lourmat (Marne-

la-Vallée, Franga).
5.7 Dosagem de proteinas soluveis

A dosagem de proteinas sollveis foi realizada usando a metodologia descrita por
Bradford (1976). A cada 100 pL. de amostra foram adicionados 2,5 mL do reagente de
Bradford e a mistura foi agitada vigorosamente (vortex). Apds 10 min em repouso, leituras de
absorbancia a 595 nm foram realizadas em espectrofotdmetro Genesys 10UV Scanning
(Thermo Fischer Scientific - Waltham, MA, USA). A concentracdo de proteinas foi estimada
com base em uma curva padrdo obtida a partir de concentragdes conhecidas de albumina

sérica bovina (BSA).

5.8 Imunodeteccdo da proteina recombinante imobilizada em membrana (Western
blotting)

A imunodetecgdo da proteina recombinante imobilizada em membrana de
nitrocelulose foi realizada de acordo com o procedimento originalmente descrito por Towbin

e colaboradores (1979). As amostras foram inicialmente submetidas a eletroforese em gel de
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poliacrilamida (SDS-PAGE) e ao final da corrida eletroforética, as proteinas foram
eletrotransferidas do gel para uma membrana de nitrocelulose (Hybond-C Extra, GE
Healthcare), em um sistema TE 70 Semidry Transfer Unit (Amersham Biosciences). A
eficiéncia da transferéncia foi verificada por coramento rapido das bandas imobilizadas na
membrana com Ponceau [(vermelho de Ponceau 0,2% (m/v), acido acético 1,0% (v/v)]

A membrana foi entdo mantida em solucdo de lavagem (Tris-HCI 50 mM pH 7,4,
NaCl 0,15 M, Tween-20 0,05%, glucose 0,1 M) contendo leite desnatado, por
aproximadamente 16 h a 25 °C sob agitacdo orbital constante de 40 rpm. Apds este periodo, a
membrana foi novamente imersa no mesmo tampdo de lavagem contendo 5% de leite
desnatado ¢ 0,3 pg/mL do anticorpo primario, 1gG; de camundongo anti-His (Roche Applied
Science). A membrana permaneceu em contato com o anticorpo primario por 2 h sob agitacéo
constante, a temperatura ambiente, quando foi submetida a cinco lavagens de dez minutos
com tampao de lavagem contendo 5% de leite desnatado, para que fosse eliminado 0 excesso
de anticorpo primario ndo ligado as proteinas retidas na membrana. Em seguida, foi
adicionado o anticorpo secundario (IgG de cabra anti-lgG de camundongo complexada a
peroxidase; Calbiochem) a solucdo de lavagem em uma diluicdo de 1:1.500, onde a
membrana permaneceu por duas horas, sob agitacdo constante. Apds um ciclo de mais cinco
lavagens de dez minutos, foi feita a imersdo da membrana em solugéo reveladora (Tris-HCI
100 mM pH 7,2, DAB 100 pg/mL, NiCl, 400 pug/mL e peréxido de hidrogénio 30 volumes
0,04%) por 10 min na auséncia da luz. A reacdo foi interrompida com a lavagem em &agua

destilada.

5.9 Ensaio de atividade quitinolitica

O ensaio de atividade quitinolitica foi realizado segundo o método colorimétrico
descrito por Boller (1992), usando quitina coloidal como substrato. Quitina coloidal foi
preparada de acordo com o método descrito por Molano et al. (1977), usando anidrido acético
néo radioativo.

A amostra (250 pL) foi incubada com quitina coloidal 1% (m/v) (250 uL) a 37 °C,
por 1 h, sob agitacdo constante. A reacdo foi entdo interrompida por aquecimento (100 °C) em
banho-maria por 10 min. Apos resfriamento, a mistura foi centrifugada (13.000 x g,15 min, a
25 °C) e o sobrenadante (300 pL) foi transferido para novo tubo, contendo 10 pL de B-
glucuronidase (EC 3.2.1.31) tipo HP-2 (Sigma-Aldrich, USA) ou 10 uL. de tampao acetato de

sodio 50 mM pH 5,2. A mistura foi incubada a 37 °C por 1 h e a reacdo interrompida por
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aquecimento (100 °C, 5 min). Em seguida, 190 puL de tampao acetato de so6dio 0,05 M pH 5,2
e 100 pL de tetraborato de potassio 0,6 M foram adicionados a mistura, que foi novamente
aquecida a 100 °C por 5 min. Apos resfriamento em banho de gelo, 1 mL de p-
dimetilaminobenzaldeido 5% (m/v) (preparado em HCI 0,7 M diluido em &cido acético) foi
adicionado & mistura reacional e ap6s incubagdo a 37 °C por 20 min, a absorbancia a 585 nm
foi determinada, em espectrofotdmetro Genesys 10UV Scanning (Thermo Fischer Scientific).
Para o célculo da quantidade de agUcar liberado na reagdo, uma curva padrao foi utilizada,
construida a partir de concentragdes conhecidas de GIcNAc, variando de 100 a 500 uM
(REISSIG et al., 1955). Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a
quantidade de enzima capaz de liberar 1 nmol de GIcNAc a 37 °C em 1 h de reacédo, sob as

condigdes descritas acima.

5.10 Purificagéo das quitinases recombinantes (rCV1897ps: € rCV1897ps )

Para a purificacdo das quitinases recombinantes produzidas em ambos 0s sistemas
heter6logos, inducdes em maior escala (volumes de 1 L e 2L) foram realizadas, seguindo-se
os procedimentos j& descritos (itens 5.4.3 e 5.5.4). Nas induces realizadas com E. coli, as
fracdes soltvel e insoltvel (corpos de inclusdo), e o meio de cultura livre de células foram
avaliados, para deteccdo da quitinase recombinante. Para as indugfes realizadas com P.
pastoris, 0 meio de cultura (contendo a proteina recombinante secretada) foi centrifugado e o
sobrenadante livre de células dialisado exaustivamente contra dgua destilada. Em seguida, as
proteinas foram precipitadas pela adicdo ao material dialisado de sulfato de aménio solido,
sob agitacdo, para um intervalo de saturagdo de 0-90%. As amostras foram mantidas em
repouso por aproximadamente 18 h, e posteriormente centrifugadas a 12.000 x g, por 20 min a
4 °C. O precipitado (F0/90) foi ressuspendido em um pequeno volume de agua destilada e
dialisado exaustivamente contra adgua destilada para eliminacdo do sulfato de amo6nio. Em
seguida, foi centrifugado (12.000 x g, por 20 min a 4 °C) para remocao de material insoltvel e
0 sobrenadante foi submetido a trés diferentes tipos de cromatografia, visando a purificagdo

da quitinase recombinante.

5.10.1 Cromatografia de afinidade em niquel imobilizado

Cromatografia de afinidade a ion metalico imobilizado (IMAC) foi usada para

purificar as proteinas recombinantes. Para tal, a fracdo protéica, obtida como descrito no item
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anterior, foi dialisada contra o tampé&o de equilibrio (Tris-HCI 50 mM pH 8,0; NaCl 500 mM,
imidazol 5 mM) e aplicada em uma matriz de Sepharose carregada com niquel (Ni Sepharose
6 Fast Flow, GE Healthcare), previamente equilibrada com o mesmo tampdo. A amostra
permaneceu em contato com a matriz cromatografica por aproximadamente 18 h em
refrigeracdo. Proteinas que ndo interagiram com a matriz (pico I; PI) foram eluidas com o
tampdo de equilibrio. Os picos retidos (PIl e PIII) foram eluidos com os tampdes de lavagem
(Tris-HCI 50 mM pH 8,0; NaCl 500 mM, imidazol 10 mM) e de elui¢éo (Tris-HCI 50 mM pH
8,0; NaCl 500 mM, imidazol 100 mM), respectivamente. Para amostras insolUveis, como 0s
corpos de incluséo produzidos em E. coli, cloridrato de guanidina 3 M foi adicionado aos trés
tampdes utilizados na cromatografia. Todas as cromatografias foram realizadas a um fluxo de
eluicdo constante de 1 mL/min e todas as fracGes coletadas foram monitoradas pela medida da
absorbancia a 280 nm em espectrofotdmetro Genesys 10UV Scanning (Thermo Fischer
Scientific). As fragbes dos picos obtidos foram juntas e o material foi dialisado
exaustivamente contra agua destilada e concentrado por ultrafiltragdo usando um

concentrador Vivaspin (GE, Healthcare), com limite de exclusdo de 10 kDa.

5.10.2 Cromatografia de afinidade em matriz de quitina

A fracdo protéica, obtida como descrito no item 5.10, foi dialisada contra tamp&o
acetato de sédio 50 mM pH 5,2 (tampdo de equilibrio) e aplicada a uma matriz de quitina
(Chitin Poly-/1—4]-5-D-N-acetyl-glucosamine, Pratical Grade From Crab Shells C-7170,
Sigma, USA), previamente equilibrada com o mesmo tamp&o. A amostra permaneceu em
contato com a matriz cromatografica por aproximadamente 18 h em refrigeracdo. Apds este
periodo, a fracdo de proteinas nao retidas na matriz (PI) foi eluida com o tampéo de equilibrio
e as proteinas retidas na matriz (PIl e P1II) foram eluidas com acido acético 100 mM e 500
mM, respectivamente. Os picos obtidos foram dialisados contra agua destilada. O fluxo de
eluicdo foi de 1 mL/min e a cromatografia foi monitorada pela absorbancia a 280 nm.

5.10.3 Cromatografia de interacdo hidrofobica em matriz de Phenyl Sepharose CL-4B

A matriz Phenyl Sepharose CL-4B (Amersham Biosciences) foi inicialmente
equilibrada com tampdo acetato de sodio 0,05 M pH 5,2, contendo sulfato de aménio 1 M. A
fracdo protéica, obtida como descrito no item 5.10, foi dialisada contra 0 mesmo tampé&o e

aplicada na coluna, permanecendo em contato com a matriz por 2 h. As proteinas nao retidas



54

na matriz foram eluidas com o tampé&o de equilibrio, enquanto que as proteinas retidas foram
eluidas com tampéo acetato de sodio 0,05 M pH 5,2 contendo concentra¢des decrescentes de
sulfato de amoénio (0,8 M; 0,6 M; 0,4 M e 0,2 M) e, finalmente, com agua destilada. Os picos
obtidos foram dialisados contra dgua destilada. O fluxo de eluicdo foi de 1 mL/min e a

cromatografia foi monitorada pela absorbancia a 280 nm.

5.11 Caracterizacao bioquimica e estrutural das quitinases recombinantes

5.11.1 Ensaio de atividade quitinasica em gel

O ensaio de atividade quitinasica em gel, ou zimograma, foi realizado conforme
metodologia descrita por Trudel e Asselin (1989), com algumas modificacbes. Um gel de
poliacrilamida 15% foi preparado conforme ja descrito, substituindo-se a agua do gel de
resolucgdo por etileno-glicol-quitina 0,01%. A amostra a ser submetida a corrida eletroforética
foi diluida em tampdo de amostra contendo SDS (1ug/uL), mas sem B-mercaptoetanol. Apos
a corrida, o gel foi imerso em tampdo de renaturacdo [(acetato de so6dio 50 mM pH 5,2,
contendo Triton X-100 1% (v/v)] e incubado a 37 °C por 24 h. Apos esse periodo, o gel foi
lavado trés vezes com dagua destilada (30 s cada) e, em seguida, tratado por 2 h com
Calcoflior MR 28 0,01% (m/v) em tampdo Tris-HCI 0,5 M pH 8,9. A visualizacdo das

bandas foi feita por exposic¢do a luz UV, em um transiluminador.

5.11.2 Ensaio enzimatico com substratos sintéticos

A atividade hidrolitica da proteina recombinante foi determinada usando-se
analogos cromogénicos de oligbmeros de GIcNAc, marcados com p-nitrofenol (Sigma-
Aldrich). Os substratos sintéticos utilizados foram p-nitrofenil-N-acetil-B-D-glucosamina, p-
nitrofenil-B-D-N,N'-diacetilquitobiose e p-nitrofenil-B-D-N,N',N"-triacetilquitotriose,
dissolvidos em tampé&o acetato de sddio 50 mM, pH 5,2, para uma concentra¢do de 1 mg/mL.

A atividade hidrolitica foi determinada pela mensuracdo da liberacdo de p-
nitrofenol dos substratos (TRONSMO; HARMAN, 1993; FRANDBERG; SCHNURER,
1994), de acordo com as instrucdes fornecidas pelo fabricante dos mesmos.

O experimento foi realizado em duplicata, em placa de poliestireno de 96 pocos
de fundo chato. A quitinase recombinante CV1897 foi utilizada na concentracdo de 0,6

mg/mL em tampao acetato de sodio 0,05 M pH 5,2. A cada pogo foram adicionados 90 pL de
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substrato e 10 pL da rCV1897, resultando em uma concentragdo de 6 pg/pogo. Uma solugdo
de p-nitrofenol 0,05 umol/mL (diluido em carbonato de sodio 0,4 M) foi usada como padréo.
Os controles negativos foram 100 pL de cada substrato, na auséncia da enzima e os controles
positivos da reacdo foram 90 pl de cada substrato acrescidos de 10 uL de uma quitinase de
Streptomyces griseus (Sigma-Aldrich) na concentragdo de 0,48 mg/mL. A placa foi entdo
incubada a 37 °C por 30 min e, em seguida, a reagéo foi interrompida pela adi¢do de 200 pL
de carbonato de sodio 0,4 M (solucédo de parada). A adi¢cdo da solucdo basica de parada causa
ionizacdo do p-nitrofenol liberado para a forma amarelada do ion p-nitrofenol. As
absorbancias foram determinadas a 405 nm em leitor de ELISA. A atividade hidrolitica foi

expressa em U/mL e foi calculada com a seguinte formula:

(A405amostra - A405branco) x 0’05 x 013 x fd x1000
A405 padrao X T ><Venzima

Atividade (U /mL) =

Onde 0,05 era a concentragdo (umol/mL) de p-nitrofenol na solugdo padréo; 0,3 era o volume
(em mL) final da reagdo, ap6s a adicdo da solucdo de parada; fd era o fator de diluicdo; T o
tempo de reacdo (em minutos) e Venzimaera o volume da amostra (em mL).

Neste ensaio, uma unidade foi definida pela liberacdo de 1 nmol de p-nitrofenol

de um substrato apropriado por hora a pH 5,2, a 37 °C.

5.11.3 Determinacéo da sequéncia de aminoacidos N-terminal

A amostra foi submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida 15% (SDS-
PAGE) e ap6s a corrida eletroforética, a proteina foi eletrotransferida do gel para uma
membrana de polifluoreto de vinilideno (PVDF; Millipore), em um sistema TE 70 Semidry
Transfer Unit (Amersham Biosciences). Em seguida, a membrana foi imersa em metanol
absoluto por 5 s e transferida para uma solucdo de Coomassie Brilliant Blue R-250 0,1%
(m/v) preparada em metanol 30% (v/v) e &cido acético 10% (v/v). Ap6s 5 min, a membrana
foi descorada em solucdo de metanol 50% (v/v). Um segmento de membrana contendo a
banda de interesse foi recortado e submetido ao sequenciamento N-terminal. O
sequenciamento NH,-terminal foi realizado por degradacdo de Edman (1950), em um
sequenciador automatico de proteinas (modelo PPSQ-213A, Shimadzu, Japdo), sob as

condigdes recomendadas pelo fabricante.
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5.11.4 Revelacédo de glicoproteinas pelo método de Schiff

A revelacao de glicoproteinas foi realizada pelo método de Schiff, segundo a
metodologia descrita por Alfenas (1998). Inicialmente, a quitinase recombinante foi
submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida 15% em condi¢Ges desnaturantes (SDS-
PAGE) e apds a corrida o gel foi imerso em solugdo de TCA 10% durante 30 min e,
posteriormente, em solucéo de acido periodico 1% (v/v) e &cido acético 3% (v/v), por 1 ha 25
°C. Em seguida, o gel permaneceu em contato com a solucdo de Schiff (Sigma-Aldrich), no

escuro, por 50 min, e foi descorado com solucdo de metabissulfito de potassio 0,5% (m/v).

5.11.5 Efeito da temperatura sobre a estabilidade da quitinase recombinante

Aliquotas de uma solucgdo de proteina recombinante (1 mg/mL) foram submetidas
por 30 min a diferentes temperaturas (de 30 °C a 100 °C), em banho-maria, e apds cada
tratamento, foram resfriadas e a atividade quitinolitica residual foi determinada, usando

quitina coloidal como substrato (como descrito no item 5.9).

5.11.6 Efeito do pH sobre a atividade enzimatica da quitinase recombinante

Para se avaliar o efeito do pH sobre a atividade enzimatica, uma solucdo da
proteina recombinante (1 mg/mL) foi dialisada por 1 h contra tampdes com diferentes valores
de pH (de 2 a 10). Os tampdes utilizados foram: Glicina-HCI 50 mM pH 2; Glicina-HCI 50
mM pH 3; Acetato de s6dio 50 mM pH 4; Acetato de sédio 50 mM pH 5; Fosfato de sédio 50
mM pH 6; Fosfato de sddio 50 mM pH 7; Tris-HCI 50 mM pH 8; Glicina-NaOH 50 mM pH 9
e Glicina-NaOH 50 mM pH 10. Apos a dialise, o ensaio enzimatico utilizando quitina

coloidal como substrato foi realizado, como descrito no item 5.9.

5.11.7 Espectro de Dicroismo Circular (DC)

As medidas de CD foram realizadas em espectropolarimetro Jasco, modelo J-815
(Jasco Corporation, Japao), em cubetas cilindricas de quartzo com caminho otico de 0,1 cm.
Os espectros foram obtidos no intervalo de comprimento de onde de 200 nm a 250 nm sob N,

constante. A andlise da composi¢do da estrutura secundaria da quitinase recombinante foi
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feita por desconvolugdo do espectro de CD usando o software K2D2 conforme descrito por
Perez-Iratxeta e Andrade-Navarro (2008).

A influéncia da temperatura sobre a estabilidade estrutural da proteina purificada
(0,2 mg/mL) também foi avaliada por CD. A proteina foi dissolvida em agua destilada estéril
e foi incubada, por 20 min, em diferentes temperaturas, variando de 10 °C a 90 °C com
intervalos de 10 °C. Em seguida, as medidas de CD foram realizadas e os espectros obtidos
foram analisados em relacdo a possiveis mudancgas conformacionais na proteina induzidas

pela temperatura.

5.11.8 Espectro de Fluorescéncia

Para os ensaios de fluorescéncia foram utilizadas cubetas de quartzo de 0,5 mL
com caminho oOptico de 1 cm e as medidas foram feitas no fluorimetro ISS K, Multifrequency
Phase Fluorometer. A proteina recombinante estava na concentragdo de 0,055 mg/mL, em
agua destilada, e foi excitada nos comprimentos de onda de 280 nm e 295 nm. Com o intuito
de avaliar o espectro de emissao de fluorescéncia, a amostra foi monitorada no intervalo de
305 nm a 450 nm.

5.11.9 Espectrometria de massa

Amostras da proteina recombinante produzida em P. pastoris foram analisadas
por espectrometria de massa, usando a técnica de ionizacdo por eletropulverizacdo
(electrospray, ESI). As andlises foram realizadas em um sistema de cromatografia liquida de
ultra performance (ultra performance liquid chromatography, UPLC) nanocACQUITY
acoplado a um espectrometro de massa Synapt HDMS ESI-Q-TOF (Waters, Milford, MA,
USA).

Inicialmente, a amostra de proteina (100 pg) foi dissolvida em 20 pL de
bicarbonato de amoénio 50 mM e incubada a 80 °C, por 15 min. Em seguida, 5 pL de
ditiotreitol (DTT) 100 mM foram adicionados a solugdo, e a mesma foi aquecida a 60 °C por
30 min. Apos resfriamento a temperatura ambiente, 5 uL de iodoacetamida (IAA) 300 mM
foram adicionados a solucdo, que foi homogeneizada em vortex. A reacdo de alquilacdo foi
incubada no escuro, a temperatura ambiente, por 30 min. Ao final desse intervalo, 1 pg de

tripsina (Promega) foi adicionado a amostra e a digestdo ocorreu em estufa, a 37 °C, por
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aproximadamente 16 h. A amostra foi centrifugada a 13.000 x g, por 30 min, a 6 °C, e 0
sobrenadante foi transferido para frascos apropriados (Waters Total Recovery vial; Waters).

O experimento qualitativo da amostra digerida foi realizado em espectrometro de
massas do tipo ESI-Q-TOF acoplado a um NanoUPLC, usando uma coluna de fase reversa
nanoAcquity C18 UPLC BEH de 100 mm x 75 pm x 1.7 pum com um gradiente de 0% até
40% (v/v) de acetonitrila, contendo &cido formico 0,1% (v/v), a um fluxo de 600 nL/minA
coluna foi alimentada com 50 ng de amostra, contendo as proteinas digeridas.

Para todas as medicdes, 0 espectrometro de massas foi operado no modo V', com
uma poténcia de resolucéo de, pelo menos, 12.000 m/z. Todas as anélises foram realizadas
utilizando ionizacdo por electrospray no modo ESI(+) através da fonte NanoLockSpray. O
canal de coleta da amostra analisada foi fechado a cada 30 s para passagem do ion de
referéncia contendo o peptideo GFP (Glu-fibrinopeptide).

O espectrometro de massa foi calibrado com uma solucdo de GFP 500 fmol/ml)
injetada pelo spray de referéncia da fonte NanoLockSpray. O ion duplamente carregado ([M
+2H]?*") foi usado para a calibracdo de um ponto inicial (Leff), € @ fragmentacdo de fons
MS/MS do GFP foi usada para obter a calibracéo final do instrumento.

A aquisicdo independente de dados (MSF) foi realizada para alternar
automaticamente entre MS padréo (3 eV) e energias elevadas de colisdo MSF (12-40 eV) na
célula de colisdo com géas argonio. A célula de colisdo foi ajustada para 1 eV, utilizando um
tempo de varredura de 1 s, para as aceleracdes de alta e baixa energia de colisdo, com tempo
de voo (TOF-0a) MSF de 50-3000 m/z. A RF offset (perfil MS) foi ajustada de forma que os
dados de LC/MS foram efetivamente adquiridos de 50-2000 300-3000 m/z.

A identificacdo de proteinas e andlises qualitativas foram geradas com o uso de
algoritmos dedicados e busca em banco de dados espécie-especificos. As bases de dados
utilizadas foram randomizadas ao acaso durante as consultas ao banco de dados e anexadas ao
banco de dados original para acessar a taxa de identificacdo falso-positivo. Para um
processamento de espectros e busca no banco de dados adequados, foi utilizado o pacote
ProteinLynxGlobalServer (PLGs) v.2.4.
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5.12 Atividade antifungica contra fungos filamentosos
5.12.1 Cultivo dos fungos

Os fungos (Colletotrichum musae; C. lindemuthianum; C. gloeosporioides;
Fusarium solani; F. oxysporum; Penicillium herquei e Rhizoctonia solani;) foram cultivados
em meio Batata-Dextrose-Agar (BDA) estéril, em placas de Petri (100 x 15 mm). As culturas
foram renovadas por transferéncia de pellets de uma placa contendo o fungo (estoque) para
outra contendo somente o0 meio de cultivo. Todos os procedimentos foram realizados em
camara de fluxo laminar. As culturas foram mantidas em camara de germinagéao do tipo BOD

a 27 °C + 2 °C, umidade relativa de 70% e fotoperiodo de 12 h (claro/escuro).

5.12.2 Obtencdo da suspensao de conidios

Suspens@es de conidios foram obtidas de acordo com a metodologia estabelecida
por Melo e colaboradores (1997), com algumas modificacdes. Os conidios foram coletados a
partir da adicdo de 10 mL de &gua destilada estéril sobre o micélio de cada fungo. Para
liberagdo de conidios, movimentos suaves na superficie do micélio foram realizados com
auxilio de al¢a de Drigalski. Para a retirada de hifas, as suspens6es obtidas foram filtradas em
nylon de malha fina. Os conidios foram contados com auxilio de uma cdmara de Neubauer em
microscopio optico (Olimpus System Microscope BX 60). As suspens@es foram ajustadas

para concentragdes de 2 x 10° conidios/mL ou 4 x 10° conidios/mL.
5.12.3 Efeito da rCV1897ps. sobre o crescimento fungico em meio liquido

Para avaliar o efeito da rCVV1897ps. produzida em P. pastoris sobre o crescimento
micelial, o ensaio foi conduzido conforme metodologia descrita por Broekaert e
colaboradores (1990), com algumas adaptagbes. O ensaio foi realizado em placas de
microtitulacdo de poliestireno, de fundo chato (estéreis), contendo 96 pocos. A cada pogo
foram adicionados 100 uL. de meio YPD (Yeast Peptone Dextrose) estéril e 10 puL da
suspensdo de conidios (2 x 10° conidios/mL). As placas foram incubadas por,
aproximadamente, 12 h, na auséncia de luz, a 27 °C. Ao final desse periodo, que correspondia
ao tempo necessario, em média, para germinagdo dos conidios, 100 pL de uma solugdo estéril

da proteina recombinante (em uma concentracdo de 0,3 mg/mL, em tampao acetato de sédio
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50 mM pH 5,2) foram adicionados em cada pogo ou 100 pL de tampao acetato 50 mM pH 5,2
(controle negativo).

As placas de microtitulagdo foram novamente incubadas sob as condigdes ja
descritas e o crescimento vegetativo foi avaliado pela medida da absorbancia a 630 nm em
leitor de ELISA (ELx 800 BIO-TEK Instruments), a intervalos de 4 h, até 72 h apés a adi¢cdo
da proteina recombinante. A avaliacdo do potencial antifingico da proteina foi feita pela
analise comparativa das curvas de crescimento vegetativo dos fungos na presenca e auséncia

da amostra. Os ensaios foram realizados em triplicata.

5.12.4 Efeito da rCV1897ps: sobre a germinagéo dos conidios

O ensaio de inibicdo da germinacdo de conidios foi realizado em placas de
microtitulacdo de poliestireno, conforme metodologia de Broekaert e colaboradores (1990),
como descrito anteriormente, porém, a proteina (na concentracdo de 0,3 mg/mL) e a
suspensdo de conidios (2 x 10° conidios/mL) foram acrescentados ao meio de cultivo

simultaneamente.

5.12.5 Ensaio de permeabilidade de membrana de conidios utilizando iodeto de propideo

O fluoroforo iodeto de propideo foi utilizado para determinar a integridade das
membranas dos conidios de P. herquei. Para este ensaio, 100 pL da rCV1897ps+ (0,3 mg/mL),
dissolvida em tampdo acetato de s6dio 50 mM pH 5,2 ou 100 pL do controle negativo
(somente tampao) foram adicionados a microtubos contendo 100 puL de suspensdo de conidios
(4 x 10° conidios/mL). Ap6s 24 ou 48 h de incubacdo da proteina com os conidios, &
temperatura ambiente, iodeto de propideo foi adicionado para uma concentracdo final de 1
mM. Apds 30 min a 37 °C, sob agitacdo suave, a capacidade da rCV1897ps. em destruir a
parede celular e, consequentemente, romper a membrana dos conidios foi visualizada em
microscopio oOptico, utilizando filtro de fluorescéncia (Olimpus System Microscope BX 60).
Foram considerados conidios permeabilizados aqueles onde os nucleos fluoresceram quando

comparados com o controle negativo.
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5.13 Atividade antiflingica contra Candida tropicalis

Neste ensaio foram utilizadas sete cepas de Candida tropicalis resistentes ao
fluconazol (FLC), isoladas de amostras sanguineas. As cepas foram provenientes da Colegédo
de Leveduras do LABEL/FF/UFC (Laboratorio de Bioprospeccdo e Experimentacdo de
Leveduras da Faculdade de Farmécia da Universidade Federal do Ceard). As cepas foram
inoculadas em agar Sabouraud dextrose (Himedia, Mumbai, India) e incubadas a 37 °C por 24
h. Em seguida foram semeadas em CHROMagar Candida® (Himedia) para avaliacdo da

pureza.
5.13.1 Efeito sobre o crescimento e determinacéo da concentracdo inibitéria minima (CIM)

O efeito da quitinase recombinante (rCV1897ps. e rCV1897ps ) sobre o
crescimento das cepas de C. tropicalis foi avaliado por meio do teste de microdiluicdo em
caldo, realizado de acordo com o procedimento descrito no documento M27-A3 (CLSI,
2008). Para tal, o meio de cultura RPMI 1640 (pH 7,0 £ 0,1) tamponado com &cido
morfolinopropanosulfénico (MOPS) 0,165 M (Sigma) foi utilizado. As amostras a serem
testadas foram submetidas a dilui¢bes seriadas em RPMI 1640 (pH 7,0), em uma placa de
microtitulacédo, de tal forma que a concentracdo das mesmas variou de 64 a 0,125 pg/mL. Para
comparacdo, o antifungico FLC (Merck Sharp & Dohme, Séo Paulo, Brasil), dissolvido em
agua destilada, também foi usado, no mesmo intervalo de concentracdo (de 64 a 0,125
pg/mL). Em seguida, uma suspensdo de células de C. tropicalis preparada em meio RPMI
1640 foi adicionada a cada poco, para uma concentracdo final de 1-5 x 10° UFC/mL. As
microplacas foram incubadas por 24 h a 35 °C £ 2 °C e ao final desse periodo foram avaliadas
guanto ao crescimento das culturas.

A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada como a menor
concentracdo da proteina capaz de inibir 50% do crescimento do microrganismo, em
comparacdo com o verificado no controle contendo somente o meio de cultura e o in6culo.

Um possivel efeito sinergistico entre a quitinase recombinante e o FLC foi
avaliado pela técnica de chekboard (ENDO, 2007; ODDS, 2003). Dessa forma, as cepas
foram expostas a concentragdes variadas (64-0.125 pg/mL) de rCV1897ps, ou rCV1897ps
combinadas com uma concentragdo fixa (8 pg/mL) de FLC. O crescimento das culturas foi
avaliado apds 24 h da adicdo da suspensdo de células as diluicdes da proteina na presenca de
FLC, e a CIM 50 foi determinada. As cepas de C. parapsilosis ATCC 22019 e C. krusei
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ATCC 6258 foram usadas como controle (DA SILVA et al., 2011). A avaliagdo da interagao
entre FLC e a proteina recombinante foi determinada pelo calculo da concentragdo inibitoria

fracionaria (FICI):

[FC] N [PR]

FICT = 10rs1 T TPRs]

Onde [FC] e [PR] sdo as concentracdes do FLC e da proteina recombinante que apresentaram
acdo quando combinados, enquanto que [CFS] e [PRS] sdo as concentragdes de FLC e da
proteina recombinante nas quais se verificou efeito antifingico quando os mesmos foram
avaliados isoladamente. De acordo com o valor de FICI, o efeito da combinacdo foi
classificado como sinergismo (SIN; FICI < 0,5), indiferenca (IND; 0,5 < FICI < 4,0) ou
antagonismo (ANT; FICI > 4,0) (ENDO, 2007; ODDS, 2003).

5.13.2 Efeito da quitinase recombinante combinada com FLC sobre a integridade da

membrana plasmatica e viabilidade celular

5.13.2.1 Preparacao da suspensao de leveduras

Cepas de C. tropicalis sensiveis e resistentes ao FLC foram utilizadas nos ensaios.
As suspensdes celulares foram preparadas a partir de culturas em fase de crescimento
exponencial. As células foram coletadas por centrifugacdo (1.600 x g por 10 min a 4 °C) e
lavadas duas vezes com uma solucdo salina 0,85% (1.200 x g por 5 min a 4°C), e entéo
ressuspendidas (~10° células/mL) com tampdo HEPES {acido 2-[4-(2-hidroxietil)1-
piperazinil]-etanosulfénico} pH 7,2 suplementado com glicose 2% (m/v). As células de cada
cepa foram entdo expostas a: FLC 64 pg/mL; rCV1897ps. ou rCV1897ps 64 pug/mL; e ao co-
tratamento proteina recombinante (rCV1897ps. ou rCV1897ps ) 0.25 pg/mL + FLC 8
pg/mL). As células foram incubadas por 24 h, a 35 °C e entdo submetidas as andlises. Todos
os experimentos foram realizados em triplicata em trés experimentos independentes (Pina-
Vaz e Rodrigues, 2010; Pina-Vaz et al. 2005).
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5.13.2.2 Determinagéo da integridade de membrana e viabilidade celular

Neste ensaio, a integridade da membrana e viabilidade celular das cepas foram
avaliadas. Uma aliquota de 50 uL da suspenséo celular foi recolhida ap6s 24 h de incubacéo
com as drogas e incubada com a solugao de iodeto de propideo (2 pg/mL em PBS) por 5 min
na auséncia de luz a 37 °C. A fluorescéncia celular foi determinada usando o citdmetro de
fluxo Guava EasyCyte™ Mini System (Guava Technologies, Inc., Industrial Blvd. Hayward,
CA, USA) e o software CytoSoft 4.1. Foram avaliados dez mil eventos. (Joung et al., 2007;
MILITAO et al., 2006; Pinkerton et al., 2010).
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RESULTADOS

6.1 Analises in silico da sequéncia da proteina CV1897

A ORF CV1897 (1.320 nucleotideos) de C. violaceum ATCC 12472 codifica uma
proteina (CV1897) com 439 residuos de aminoacidos. A comparacdo da sequéncia de
aminoéacidos da proteina CV1897 com os bancos de dados de dominios Pfam, CDD e SMART
revelaram que a mesma possui um dominio de ligacdo a quitina (residuos 27 a 59) do tipo 3
(ChtBD3) e um dominio catalitico (CatD) da familia GH19 (residuos 123 a 379) em sua
estrutura priméria (Figura 3).

A presenca de um peptideo sinal e de seu provavel sitio de clivagem foram
preditos por meio da ferramenta SignalP (Figura 4A) e pelo banco de dados Exprot (Figura
4B). As duas analises indicaram a presen¢a de um peptideo sinal N-terminal com 18 residuos
de aminoécidos, e um sitio de clivagem para peptidase sinal | foi predito entre os residuos

Ala* e Ala®.

6.2 Expressdo em Escherichia coli

6.2.1 Obtencdo do vetor recombinante pET302::CV1897ps. e transformacédo de E. coli
BL21(DE3) e ArcticExpress (DE3)

DNA genomico de C. violaceum foi utilizado como molde para amplificagdo por
PCR da ORF CV1897, utilizando-se oligonucleotideos iniciadores especificos, objetivando a
clonagem no vetor pET302/NT-His. A eletroforese em gel de agarose 1% do fragmento
amplificado revelou a presenca de uma banda especifica com tamanho aproximado de 1.320
pb (Figura 5), o que esta coerente com o tamanho da ORF CV1897, de acordo com a
sequéncia depositada no banco de dados GenBank.

Os produtos amplificados foram purificados, digeridos com Avrll e Xhol, e
ligados no vetor pET302/NT-His. Os plasmideos recombinantes foram inseridos em E. coli
TOPI10F’ e os transformantes foram selecionados em meio com carbenicilina. Quatro col6nias
isoladas, resistentes a carbenicilina, foram selecionadas e amostras de DNA plasmidial foram
obtidas de cada uma. Digestdo dessas amostras com Avrll e Xhol e analise por eletroforese em
gel de agarose revelou que trés desses quatro clones continham o plasmideo recombinante

PET302::CV1897ps:, como evidenciado pela presenca de duas bandas de DNA, uma banda
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MKLSAFIILSLLPLPALAAPWQARAIYQKGQTVQWQGRDWQAKWPTRGET 50
PGANPKGSWIAHVDGAMRKLDDAAPPVPTLQOALQHEAELTNNDFFRKVK 100
ASIRTLSNEQVEQVAPGRAANPVNVRRVERLLPSAKWDYYFSRRDASYTY 150
TRFLQAVAKFPGVCDDYGDGRDADAICRHSLATMFAHFGQITGNHDASDT 200
VPQWRQGLAYLRIMGCADSGSACGYNTECNDPVFNKVWTCGKNPDGSWKK 250
YYGRGAKQLIYNYNYGPFSQAMNNGDQSVLLQNPDLVASTWLNLASATFF 300
FVYPQPPKPSMLHVIDGTWVPNAADKAAGAGNNFATTIQIINGECGGGTE 350
ROAAQNRIDYYKQFAHDLGWDYGGEQLSCANMQRFTSASSAAYNIYWEKD 400
WQWQHDYQCQLVSYQTPYSALQAGNYQRCVEDNWGVKLK 439

Figura 3 — Sequéncia de aminoacidos codificada pela ORF CV1897 de Chromobacterium violaceum
ATCC 12472. Em vermelho esta destacado o dominio de ligagdo a quitina (residuos de 27
a 59), e em azul o dominio catalitico (residuos de 123-379). Os residuos sombreados em
verde sdo atuantes na catalise e em amarelo, uma sequéncia conservada nos membros da
familia GH19. A identificacdo e delimitacdo dos dominios foram realizadas pela
comparagdo da sequéncia com o banco de dados CDD.
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PREDICAO DO PEPTIDEO SINAL — CV1897

T
C-score

S-score
1.8 r Y-score

Score

HKLSAFIILSLLPLPALAAPHOARAIYQKGATYQHOGRDHOAKHPTRGETPGANPKGSHIAH YDGAHRKL /x

a 18 28 38 48 58 68 7a
Position

Provavel sitio de clivagem da peptidase sinal I: 18 + 19

MKLSAFIILSLLPLPALAAPWQARAIYQOKGQTVOWQGRDWQAKWP
+ | B

Figura 4 — Predicdo de peptideo sinal na sequéncia de aminoécidos da proteina codificada pela ORF
CV1897 de C. violaceum ATCC 12472. A presenca de peptideo sinal foi realizada
utilizando a ferramenta SignalP (A) e o banco de dados Exprot (B). Em ambas as anélises,
0 sigigo de clivagem mais provavel para peptidase sinal | foi predito entre os residuos Ala*® e
Ala™.

pb

1.353
1.078
872
603

Figura 5 - Eletroforese em gel de agarose 1% de produtos de PCR. A ORF CV1897 foi amplificada
por PCR a partir de DNA genbmico de C. violaceum ATCC 12472, usando
oligonucleotideos iniciadores especificos para a clonagem e expressdo em E. coli. Poco 1:
aliquota (5 pL) da reacdo de PCR; pogo M: marcador $X174 DNA/Hae Il Fragments, 300
ng (Biolabs).
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maior correspondente ao vetor pET302/NT-His (cerca de 5.700 pb) e outra menor com cerca
de 1.320 pb, correspondente ao inserto (Figura 6, poco 1, 2 e 4).

Para expressar a rCV1897ps. em E. coli, amostras do plasmideo recombinante
PET302::CV1897ps: foram entdo introduzidas nas estirpes BL21(DE3) e ArcticExpress
(DE3), e os transformantes selecionados e identificados como descrito na Metodologia
(5.4.1).

6.2.2 Inducdo da expressao de rCV1897ps. em E. coli BL21(DE3) e ArcticExpress (DE3)

Um clone de E. coli BL21(DE3) transformado com pET302::CV1897ps. foi
cultivado em meio apropriado, a 37 °C, e a expressao da proteina recombinante foi induzida
com a adicdo de IPTG (concentracdo final de 0,5 mM) a cultura, como descrito em 5.4.3.
Anélise por SDS-PAGE de amostras da fragdo celular insoltvel, obtidas ap6s a lise de células
coletadas durante o cultivo na presenca de IPTG, revelaram uma banda com massa molecular
aparente de 51 kDa, que se acumulou em altos niveis (a julgar pela intensidade e espessura
dessa banda no gel) a partir de 2 h ap6s a adicdo do indutor e foi detectada até 24 h apds o
inicio da inducdo (Figura 7).

A ORF CV1897 de C. violaceum ATCC 12472 codifica uma proteina com 439
residuos de aminoacidos e massa molecular predita (calculada a partir da sequéncia) de
49.206,91 kDa (massa monoisotdpica). Considerando que a proteina recombinante é
produzida com um segmento adicional de 11 residuos de aminoacidos na extremidade N-
terminal (HHHHHHVNSLE; massa = 1.382,63 Da), codificado pelo vetor de expresséo, e
com um dipeptideo extra (PR; 271,16 Da) na extremidade C-terminal (codificado no sitio de
restricdo para Avrll, adicionado ao iniciador antisenso de modo a permitir a insercdo da ORF
no sitio maltiplo de clonagem do vetor), a massa molecular esperada para a proteina de fuséo
seria de 50.860,7 Da (i.e., aproximadamente 50,9 kDa), que € bem proximo da massa
molecular aparente de 51 kDa, detectada no gel de poliacrilamida. Isso sugere fortemente que
essa banda de 51 kDa detectada na fracdo intracelular insoltvel, corresponde de fato a
rCV1897ps..
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pb

23.130
9.416
6.557
4.032

2.322
2.27

Figura 6 - Eletroforese em gel de agarose 0,8% de amostras de DNA plasmidial digeridas com Avrll e
Xhol. Amostras de DNA plasmidial putativamente recombinante (pET302::CV1897ps+)
foram purificadas de clones (pogos 1 a 4) de E. coli TOP10F’ e digeridas com Avrll e Xhol.
Pogo M: marcador ADNA/Hind III Fragments, 300 ng (Biolabs).
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Figura 7 — Inducéo da expressdo de rCV1897,s. em E. coli evidenciada por eletroforese em gel de
poliacrilamida (15%) na presenca de SDS (SDS-PAGE). Células de E. coli BL21(DE3)
transformadas com o vetor pET302::CV1897ps. foram induzidas com IPTG 0,5 mM e
amostras da cultura foram removidas nos tempos indicados (0, 2, 4, 8 e 24 h ap6s o inicio
da inducdo). As células foram coletadas por centrifugacdo, lisadas e o lisado foi
centrifugado. O precipitado (fragdo intracelular insoluvel) foi resuspendido em tampédo de
amostra para SDS-PAGE e uma aliquota foi analizada por eletroforese. As bandas de
proteinas foram coradas com Coomassie Brilliant Blue. A banda de 51 kDa que
corresponde & proteina recombinante esta indicada por uma seta. Poco M: marcador
BenchMark Protein Ladder.
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Por outro lado, essa proteina com peso molecular aparente de 51 kDa néo foi
detectada na fracdo intracelular soltvel (Figura 8), do lisado celular, e nem na fracdo
contendo as proteinas secretadas para 0 meio extracelular (Figura 9). Esse resultado indica
que a proteina recombinante foi produzida principalmente na forma de corpos de incluséo,
devendo estar presente na fracdo intracelular solivel e/ou no meio extracelular em niveis
muito baixos, além do limite de detec¢do do corante (Coomassie Brilliant Blue).

Amostras da fracdo sollvel e do meio livre de células foram dialisadas
exaustivamente contra dgua e analisadas por ensaio enzimatico. Ndo houve deteccdo de
atividade quitinésica na fracdo soltvel do lisado celular de E. coli BL21(DE3), transformada
com o plasmideo de expressdo integro, e induzida com IPTG. Entretanto, alguma atividade
quitinasica (33,6 U/mg) foi detectada na fracdo intracelular solGvel de E. coli transformada
com o plasmideo recombinante pET302::CV1897ps. (Figura 10). Essa atividade quitinasica
foi detectada apenas 24 h apds a adicdo de IPTG a cultura. Isso sugere que alguma proteina
recombinante produzida apos a inducdo com IPTG se acumulou intracelularmente de forma
soltvel e funcional. Ndo houve deteccdo de atividade quitinasica no meio de cultura livre de
células, indicando que a quitinase recombinante ndo foi secretada para o meio extracelular
(Figura 11).

Pelo fato da quitinase recombinante expressa em E. coli BL21(DE3) ter sido
produzida principalmente na forma de corpos de inclusdo insolGveis no citoplasma bacteriano,
a estirpe ArcticExpress (DE3) foi avaliada como hospedeiro de expressdo, com o objetivo de
se tentar aumentar a concentracdo de proteina recombinante na fracéo soltvel.

A inducdo da expressao de rCV1897ps. em células de E. coli ArcticExpress (DE3)
foi realizada a 12 °C, na presenca de IPTG 0,5 mM. FracGes obtidas da cultura apés 0, 1, 5 e
20 h da adicdo do indutor foram analisadas por SDS-PAGE, para monitoramento da expressao
da proteina recombinante (Figuras 12 e 13). Nessas analises, a quitinase recombinante ndo foi
detectada na fracdo intracelular soltvel (Figura 12) e nem na fracdo contendo as proteinas
secretadas para 0 meio extracelular (Figura 13), mesmo ap6s 20 h do inicio da inducdo com
IPTG 0,5 mM. Entretanto, na fracdo intracelular insoltvel, uma banda com massa molecular
aparente de 51 kDa foi detectada ap6s 20 h de inducdo, indicando que a quitinase rCV1897ps.

foi produzida nos corpos de incluséo no interior bacteriano.
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Figura 8 — Indugéo da expressdo de rCV1897,s. em E. coli evidenciada por eletroforese em gel de
poliacrilamida (15%) na presenca de SDS (SDS-PAGE). Células de E. coli BL21(DE3)
transformadas com o vetor pET302::CV1897ps, foram induzidas com IPTG 0,5 mM e
amostras da cultura foram removidas nos tempos indicados (0, 2, 4, 8 e 24 h ap6s o0 inicio
da inducdo). As células foram coletadas por centrifugacéo, lisadas e o lisado centrifugado.
O sobrenadante (fracdo intracelular soltvel) foi diluido em tampé&o de amostra para SDS-
PAGE e uma aliquota foi analizada por eletroforese. As bandas de proteinas foram coradas
com Coomassie Brilliant Blue. Pogo M: marcador BenchMark Protein Ladder.
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Figura 9 — Inducéo da expressdo de rCV1897,s. em E. coli evidenciada por eletroforese em gel de
poliacrilamida (15%) na presenca de SDS (SDS-PAGE). Células de E. coli BL21(DE3)
transformadas com o vetor pET302::CV1897ps. foram induzidas com IPTG 0,5 mM e
amostras da cultura foram removidas nos tempos indicados (0, 2, 4, 8 e 24 h ap6s o inicio
da inducdo). As células foram coletadas por centrifugacdo e o sobranadante (meio de
cultura livre de células) foi diluido em tamp&o de amostra para SDS-PAGE e uma aliquota
foi analizada por eletroforese. As bandas de proteinas foram coradas com Coomassie
Brilliant Blue. Poco M: marcador BenchMark Protein Ladder.
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Figura 10 — Atividade quitinasica especifica (U/mg) da fracdo intracelular soluvel de E. coli
BL21(DE3) transformada com pET::CV1897ps.. Células de E. coli BL21(DES3)
transformadas com pET::CV1897,s. foram cultivadas na presenca de IPTG 0,5 mM e
amostras da cultura foram removidas com 0, 2, 4, 8 e 24 h do inicio da inducédo. As células
foram coletadas por centrifugacdo, lisadas e o lisado centrifugado. O sobrenadante (fragdo
intracelular solGvel) foi entdo submetido a ensaio para determinacdo de atividade
quitinasica, usando quitina coloidal como substrato, como descrito na metodologia. Uma
unidade (U) de atividade quitinolitica = 1 nmol GlcNac/mL/h.
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Figura 11 — Atividade quitinasica especifica (U/mg) da fracdo secretada por células de E. coli
BL21(DE3) transformadas com pET::CV1897ps.. Células de E. coli BL21(DE3)
transformadas com pET::CV1897ss. foram cultivadas na presenca de IPTG 0,5 mM e
amostras da cultura foram removidas com 0, 2, 4, 8 e 24 h do inicio da inducdo. As células
foram coletadas por centrifugacéo e o sobranadante (meio de cultura livre de células) foi
entdo submetido a ensaio para determinacdo de atividade quitinasica, usando quitina
coloidal como substrato, como descrito na metodologia. Uma unidade (U) de atividade
quitinolitica = 1 nmol GlcNac/mL/h.
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Figura 12 — Inducéo da expressdo de rCV1897,s. em E. coli evidenciada por eletroforese em gel de
poliacrilamida (15%) na presenca de SDS (SDS-PAGE). Células de E. coli ArcticExpress
(DE3) transformadas com o vetor pET302::CV1897ps.: foram induzidas com IPTG 0,5 mM
e amostras da cultura foram removidas nos tempos indicados (0, 1, 5 e 20 h apds o inicio da
inducdo). As células foram coletadas por centrifugacgdo, lisadas e o lisado centrifugado. O
precipitado (fragdo intracelular insollvel) e o sobrenadante (fracdo intracelular soltvel)
foram resuspendidos em tampédo de amostra para SDS-PAGE e uma aliquota foi analizada
por eletroforese. As bandas de proteinas foram coradas com Coomassie Brilliant Blue. A
banda de 51 kDa que corresponde a proteina recombinante est4 indicada por uma seta.
Poco M: marcador BenchMark Protein Ladder.
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Figura 13 — Inducéo da expressdo de rCV1897,s, em E. coli evidenciada por eletroforese em gel de
poliacrilamida (15%) na presenga de SDS (SDS-PAGE). Células de E. coli ArcticExpress
(DE3) transformadas com o vetor pET302::CV1897ps. foram induzidas com IPTG 0,5 mM
e amostras da cultura foram removidas nos tempos indicados (0, 1, 5 e 20 h apés o inicio da
indugdo). As células foram coletadas por centrifugacdo e o sobrenadante (meio de cultura
livre de células) foi diluido em tampdo de amostra para SDS-PAGE e uma aliquota foi
analizada por eletroforese. As bandas de proteinas foram coradas com Coomassie Brilliant
Blue. Pogo M: marcador BenchMark Protein Ladder.
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Amostras da fracdo soltvel e do meio de cultura livre de células foram dialisadas
exaustivamente contra 4gua e analisadas por ensaio enzimatico. O resultado obtido indicou
que a expressdo da quitinase recombinante foi induzida pelo IPTG (0,5 mM), uma vez alguma
atividade quitinasica (31,7 U/mg) foi detectada na fracdo sollvel de E. coli ArcticExpress
(DE3) transformada com o plasmideo recombinante pET302::CV1897ps:+. Nenhuma atividade
quitinasica foi detectada na fracéo sollvel de E. coli ArcticExpress (DE3) transformada com o
plasmideo de expressdo integro, e induzida com IPTG nas mesmas condi¢des (Figura 14).
Dessa forma, pode-se concluir que a quitinase foi expressa de uma forma funcional na fragédo
solivel, embora ndo tenha sido visualizada por SDS-PAGE, em virtude da baixa
concentracdo. Além disso, ndo houve deteccdo de atividade quitindsica no meio de cultura
livre de células, indicando que, quando expressa a partir de E. coli ArcticExpress (DE3), a

quitinase recombinante nao foi secretada para o meio extracelular (Figura 15).

6.2.3 Purificagédo de rCV1897ps: produzida em E. coli

A inducdo da expressdo da quitinase rCV1897 em E. coli foi realizada em maior
escala (1 L) com a estirpe BL21(DE3), sob as mesmas condic¢des descritas anteriormente. O
tempo de coleta das células foi de 24 h apds a adicdo de IPTG a cultura, devido a maior
atividade quitinasica detectada nesse instante (Figura 10). Ao final da inducdo, a cultura foi
centrifugada e as células foram lisadas para a separacdo das fracGes intracelulares soltvel e
insolavel.

O método de purificacdo utilizado foi cromatografia de afinidade em niquel
imobilizado. A fracdo sollvel, previamente dialisada contra o tampédo Tris-HCI 50 mM pH
8,0 contendo NaCl 500 mM, foi aplicada em matriz de Sepharose carregada com niquel.
Porém, ndo foi possivel a deteccdo da quitinase recombinante. O resultado obtido deve ser
devido ao baixo nivel da proteina na fragéo intracelular soltvel.

Dessa forma, uma segunda tentativa de purificacdo foi realizada com a fracao
insolvel. Os corpos de inclusdo foram solubilizados com cloridrato de guanidina 3 M e
aplicados em matriz de Sepharose carregada com niquel. Cloridrato de guanidina 3 M foi
adicionado em todos tampdes utilizados nesta cromatografia. Nessas condi¢cfes, a quitinase
recombinante foi eluida com imidazol 100 mM (PIIl, Figura 16), e essa fracdo, quando
submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida, apresentou uma banda proteica com massa

molecular aparente de aproximadamente 51 kDa (Figura 17).
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Figura 14 — Atividade quitinasica especifica (U/mg) da fracdo intracelular soluvel de E. coli
ArcticExpress (DE3) transformada com pET::CV1897;s.. Células de E. coli ArcticExpress
(DE3) transformadas com pET::CV1897,s, foram cultivadas na presenga de IPTG 0,5 mM
e amostras da cultura foram removidas com 0, 1, 5 e 20 h do inicio da indugéo. As células
foram coletadas por centrifugacdo, lisadas e o lisado centrifugado. O sobrenadante (fracédo
intracelular solGvel) foi entdo submetido a ensaio para determinacdo de atividade
quitinasica, usando quitina coloidal como substrato, como descrito na metodologia. Uma
unidade (U) de atividade quitinolitica = 1 nmol GlcNac/mL/h.
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Figura 15 — Atividade quitinasica especifica (U/mg) da fracdo secretada por células de E. coli
ArcticExpress (DE3) transformadas com pET::CV1897;s.. Células de E. coli ArcticExpress
(DE3) transformadas com pET::CV1897,s, foram cultivadas na presenga de IPTG 0,5 mM
e amostras da cultura foram removidas com 0, 1, 5 e 20 h do inicio da inducdo. As células
foram coletadas por centrifugacéo e o sobrenadante (meio de cultura livre de células) foi
entdo submetido a ensaio para determinacdo de atividade quitindsica, usando quitina
coloidal como substrato, como descrito na metodologia. Uma unidade (U) de atividade
quitinolitica = 1 nmol GlcNac/mL/h.
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Figura 16 — Purificacdo de rCVV1897,s. por cromatografia de afinidade em niquel imobilizado. Corpos
de inclusdo de células de E. coli BL21(DE3), transformadas com pET302::CV1897;s. €
induzidas com IPTG 0,5 mM por 8 h, foram solubilizados em tampéo de equilibrio (Tris-
HCI 50 mM pH 8,0; NaCl 500 mM, imidazol 5 mM) e a solu¢do aplicada a matriz
cromatografica (Ni Sepharose 6 Fast Flow), equilibrada com o mesmo tamp&o. Proteinas
que ndo se ligaram a matriz foram eluidas com tampao de equilibrio (PI), apds o que a
matriz foi lavada com tampédo de equilibrio contendo imidazol 10 mM (PII). A proteina
recombinante foi eluida com tampéo de elui¢do contendo imidazol 100 mM (P1II).
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Figura 17 — SDS-PAGE de rCV1897;s. purificada. A proteina recombinante foi produzida em E. coli
BL21(DES3) e purificada por cromatografia de afinidade em niquel imobilizado em matriz
Ni Sepharose 6 Fast Flow, a partir de corpos de inclusdo solubilizados com cloridrato de
guanidina 3 M. As bandas de proteina foram reveladas com Coomassie Brilliant Blue. Poco
1: rCV1897ps. (a banda de 51 kDa esta indicada por uma seta). Poco M: marcador
BenchMark Protein Ladder.
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Apos a purificacdo, a fragdo contendo a quitinase recombinante purificada foi
dialisada exaustivamente contra agua destilada e em seguida, contra tampao acetato de sodio
50 mM pH 5,2, para eliminacao do cloridrato de guanidina e como tentativa de refolding da
proteina. Apos a dialise, a rCV1897ps. foi analisada por ensaio enzimatico. Entretanto, ndo
houve deteccdo de atividade quitindsica apds a tentativa de refolding da proteina
recombinante.

Tendo em vista que a rCV1897ps. foi produzida em E. coli majoritariamente de
forma insolGvel e inativa, um sistema alternativo de expressdo heteréloga (i.e., células de

Pichia pastoris) foi avaliado para expressao da quitinase recombinante.

6.3 Expressdo em Pichia pastoris

As analises realizadas com os programas SignalP e Exprot indicaram a presenga
de um peptideo sinal na sequéncia de aminodcidos da proteina CV1897 (item 6.1). Esse
peptideo, juntamente com o fator a de secregdo de Saccharomyces cerevisiae, presente no
plasmideo de expressao pPICZaA, poderiam atrapalhar a secrecdo da proteina recombinante
pela levedura hospedeira. Desse modo, a expressdo da proteina recombinante em P. pastoris
foi realizada usando duas versdes da ORF CV1897, uma versdo completa (codificando toda a
proteina, incluindo o peptideo sinal nativo) e outra parcial (codificando um produto sem o

peptideo sinal enddgeno).

6.3.1 Obtencao do vetor recombinante pPICZaA::CV1897ps. e transformacao de P. pastoris
GS115 e KM71H

A amplificacdo da ORF CV1897ps: por PCR, a partir de DNA gendmico de C.
violaceum com primers desenhados para clonagem no vetor pPICZaA, produziu uma Gnica
banda, com tamanho aproximado de 1.320 pb, como revelado por eletroforese em gel de

agarose 1% (Figura 18), o que esta coerente com o tamanho da ORF CV1897.



77

pb

1.500
1.000

Figura 18 - Eletroforese em gel de agarose 1% de produtos amplificados por PCR. O fragmento de
DNA CV1897ps. foi amplificado a partir do DNA gendmico de C. violaceum ATCC
12472, usando iniciadores especificos para a clonagem em P. pastoris. Pogo 1: aliquota (5
uL) da reacdo de PCR; Poco M: marcador GeneRuler™ Express DNA Ladder, 300 ng
(Fermentas).
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O produto amplificado por PCR foi digerido com Xbal e EcoRI e ligado ao vetor
pPICZaA com T, DNA ligase. Os produtos da ligagdo foram inseridos em E. coli TOP10F’ e
os transformantes foram selecionados em meio com zeocina. Seis clones resistentes a zeocina
foram selecionados ao acaso e amostras de DNA plasmidial foram obtidas de cada um.
Digestdo dessas amostras com Xbal e EcoRI e analise dos produtos por eletroforese em gel de
agarose 0,8% revelou que os seis clones analisados continham o plasmideo recombinante
pPICZaA::CV1897ps:+, como sugerido pela presenca de duas bandas de DNA, uma banda
maior correspondendo ao vetor (cerca de 3.600 pb) e outra menor, correspondendo ao inserto
(1.320 pb) (Figura 19).

O plasmideo recombinante pPICZaA::CV1897ps. foi linearizado com Sacl e
introduzido em células eletrocompetentes de P. pastoris. Seis clones de P. pastoris GS115 e
cinco de KM71H resistentes a zeocina (500 pg/mL) foram selecionados ao acaso e
submetidos a extracdo de DNA genOmico, para confirmacdo da presenca do cassete de
expressdo Paox1::CV1897ps.::TTaoxi. A andlise por eletroforese em gel de agarose dos
produtos de PCR amplificados com iniciadores especificos para o fragmento CV1897ps.,
revelou uma banda de DNA com cerca de 1.320 pb nas reacdes contendo amostras de DNA
gendmico dos seis clones de P. pastoris GS115 e cinco clones de KM71H resistentes a
zeocina (Figura 20). Por outro lado, nenhuma banda foi obtida na reagdo de PCR contendo
DNA gendmico de um clone de P. pastoris GS115 transformado com o plasmideo integro,

usado como controle negativo.

6.3.2 Obtencdo do vetor recombinante pPICZaA:.CV1897ps. e transformacao de P. pastoris
KM71H

A ORF parcial (CV1897ps-), codificando uma proteina sem o peptideo sinal N-
terminal nativo, também foi amplificada por PCR, utilizando DNA gendmico de C. violaceum
como molde, uma DNA polimerase de alta fidelidade e iniciadores especificos para a
clonagem no vetor pPICZoA. A reagao resultou na amplificacdo de uma banda de DNA com
cerca de 1.260 pb (Figura 21), que estéa de acordo com o tamanho do fragmento CV1897ps-. O
produto amplificado foi digerido com Xbal e EcoRI e ligado no vetor pPICZaA. Os produtos
da ligacéo foram introduzidos em E. coli TOP10F’ e os transformantes foram selecionados
em meio com zeocina. Amostras de DNA plasmidial foram purificadas de seis clones obtidos
pela selecdo com zeocina, e a presenca do inserto nessas amostras foi verificada por digestéo

com Xbal e EcoRI.
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Figura 19 - Eletroforese em gel de agarose 0,8% de amostras de DNA plasmidial digeridas com
EcoRl e Xbal. Amostras de DNA plasmidial putativamente recombinante
(pPICZaA::CV1897ps+) foram purificadas de clones de E. coli TOP10F’, digeridas com
Xbal e EcoRlI e analisadas por eletroforese em gel de agarose 0,8% (pocos 1 a 6). Poco M:
marcador A DNA/Hind IIT Fragments, 300 ng (Biolabs).
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Figura 20 - Eletroforese em gel de agarose 1% de produtos de PCR. Amostras de DNA gendmico
foram purificadas de clones de P. pastoris GS115 e KM71H, putativamente transformados
com o cassete de expressao Paox1::CV18975s.:: T T aox1, € SUbmetidas a reacdo de PCR, com
primers especificos. Aliquotas (5 uL) das reagdes foram analisadas por eletroforese em gel
de agarose 1%. Pocos 1 a 6: produtos de PCR obtidos a partir de DNA gendmico de clones
da estirpe GS115; Pogo 7: produto de PCR obtido de DNA genémico de um clone de P.
pastoris GS115 transformado com pPICZaA integro; Pogcos 8 a 12: produtos de PCR
obtidos a partir de DNA gendmico de clones da estirpe KM71H. Pogo M: marcador ¢X174
DNA/Hae 11l Fragments, 300 ng.
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Figura 21 - Eletroforese em gel de agarose 1% de produtos amplificados por PCR. Um fragmento de
DNA correspondendo a ORF parcial CV1897 (CV1897ps-) foi amplificado a partir do
DNA genbmico de C. violaceum ATCC 12472, com oligonucleotideos iniciadores
especificos, para clonagem em P. pastoris. Pogo 1: aliquota (5 pL) da reacdo de PCR. Poc¢o
M: marcador GeneRuler™ Express DNA Ladder, 300 ng (Fermentas).
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A eletroforese em gel de agarose 0,8% revelou que quatro dos seis clones
analisados (Figura 22, pocos 1, 3, 4 e 5) continham o plasmideo recombinante
pPICZoA::CV1897ps-, como sugerido pela presenca de duas bandas de DNA, uma banda
maior correspondendo ao vetor (cerca de 3.600 pb) e outra menor, correspondendo ao inserto
(1.260 pb). Dois dos seis clones amostrados apresentaram apenas uma banda com o tamanho
esperado do vetor de expresséo (Figura 22, pogos 2 e 6).

O plasmideo recombinante pPICZaA::CV1897ps- foi linearizado com Sacl,
introduzido em células de P. pastoris KM71H por eletroporacdo e os transformantes foram
selecionados em meio contendo zeocina 500 pug/mL. Seis clones resistentes a zeocina foram
selecionados ao acaso e amostras de DNA gendmico foram purificadas dos mesmos. Quando
submetidas a reacdes de PCR com iniciadores especificos para o fragmento CV1897ps_, uma
banda com cerca de 1.260 pb foi obtida a partir de todas as amostras (Figura 23), sugerindo
que os seis clones selecionados continham o cassete de expressao recombinante integrado em
seu genoma. Por outro lado, nenhuma banda foi obtida na reacdo de PCR contendo DNA
genémico de um clone de P. pastoris KM71H transformado com o plasmideo integro, usado

como controle negativo.

6.3.3 Expressdo de rCV1897ps. em P. pastoris GS115 e KM71H

A expressédo de rCV1897ps, em P. pastoris foi induzida cultivando-se clones
recombinantes na presenca de metanol como Unica fonte de carbono, condicdo para inducéo
do promotor do gene AOX1. Como controle negativo, um clone de P. pastoris transformado
com o vetor pPICZaA integro foi utilizado.

Seis clones recombinantes de P. pastoris GS115 (A-F) e cinco clones
recombinantes da estirpe KM71H (B-F) foram avaliados quanto a sua capacidade em
expressar a proteina recombinante (CV1897ps.). Aliquotas das culturas foram coletadas a
cada 24 h ap6s o inicio da inducdo, centrifugadas e o meio de cultura livre de células foi
concentrado por precipitagdo com sulfato de aménio (90% de saturacdo). Nas fracdes assim
obtidas, os seguintes parametros foram determinados: atividade quitinasica total e atividade
quitinasica especifica.

O clone A da estirpe GS115 apresentou 0 maior valor de atividade quitinasica
total (390 U) no meio de cultura, 120 h apds o inicio da inducdo (Figura 24). Na estirpe
KM71H o clone E exibiu o maior valor de atividade quitinasica total (260 U), e esse valor

também foi detectado 120 h apo6s o inicio do cultivo na presenca de metanol (Figura 25).
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Figura 22 - Eletroforese em gel de agarose 0,8% de amostras de DNA plasmidial digeridas com
EcoRl e Xbal. Amostras de DNA plasmidial putativamente recombinante
(PPICZaA::CV1897ps-) foram purificadas de clones de E. coli TOP10F’, digeridas com
Xbal e EcoRlI e analisadas por eletroforese em gel de agarose 0,8% (poc¢os 1 a 6); Po¢o M:
marcador A DNA/Hind IIT Fragments, 300 ng (Biolabs).
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Figura 23 - Eletroforese em gel de agarose 1% de produtos de PCR. Amostras de DNA gendmico
foram purificadas de clones de P. pastoris KM71H, putativamente transformados com o
cassete de expressdo Paoxi::CV1897ps ::TTaoxi), € submetidas a reacdo de PCR, com
primers especificos. Aliquotas (5 pL) das reagdes foram analisadas por eletroforese em gel
de agarose 1% (pocos 1 a 6); Poco 7: aliquota (5 uL) da reagdo de PCR de um clone de P.
pastoris KM71H transformado com pPICZaA integro; Poco M: marcador GeneRuler™
Express DNA Ladder, 300 ng (Fermentas).



83

pPICZuA integro
clone A
clone B

bt

clone C
clone D
clone E
clone F

i ¢

O=-
N
=S
S
(=]
~
N
©
»
=N
N
o
E

Tempos de coleta (h)

Figura 24 — Atividade quitinasica total do meio de cultura livre de células, durante a inducéo da
expressdo de rCV1897,s. em Pichia pastoris GS115. Clones recombinantes de P. pastoris
GS115 (A-F) foram cultivados na presenca de metanol 1% (v/v) e amostras do meio de
cultura foram obtidas, de 0 até 144 h ap6s o inicio da inducdo. Um clone transformado com
pPICZoA sem inserto foi usado como controle negativo. As amostras do meio de cultura
foram centrifugadas e o sobrenadante (meio de cultura livre de células) foi dialisado contra
agua destilada, concentrado por precipitacdo com sulfato de amonio (90% de saturacgdo) e
entdo submetido a ensaio para determinacdo de atividade quitinasica, usando quitina
coloidal como substrato, como descrito na metodologia. Uma unidade (U) de atividade
quitinolitica = 1 nmol GlcNac/mL/h.
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Figura 25 — Atividade quitindsica total do meio de cultura livre de células, durante a indugdo da
expressdo de rCV1897ps: em Pichia pastoris KM71H. Clones recombinantes de P.
pastoris KM71H (B-F) foram cultivados na presenca de metanol 1% (v/v) e amostras do
meio de cultura foram obtidas, de 0 até 144 h ap6s o inicio da indugdo. Um clone
transformado com pPICZaA sem inserto foi usado como controle negativo. As amostras do
meio de cultura foram centrifugadas e o sobrenadante (meio de cultura livre de células) foi
dialisado contra agua destilada, concentrado por precipitagdo com sulfato de amonio (90%
de saturacdo) e entdo submetido a ensaio para determinacdo de atividade quitinasica,
usando quitina coloidal como substrato, como descrito na metodologia. Uma unidade (U)
de atividade quitinolitica = 1 nmol GlcNac/mL/h.
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Ja em relagdo a atividade quitinésica especifica detectada no meio de cultura livre
de células, os clones da estirpe KM71H apresentaram atividade superior aos da estirpe GS115
(Figuras 26 e 27). O tempo 6timo de expressdo da rCV1897ps. em P. pastoris KM71H foi
definido em 96 h de inducdo, para o clone D, uma vez que nesse momento de coleta foi
observada a maior atividade quitinasica especifica (1.958,23 U/mg).

Esses resultados sugerem que a quitinase CV1897ps. foi produzida e secretada
para 0 meio extracelular nas duas diferentes estirpes de P. pastoris, o que é reforcado pelo
fato de nenhuma atividade quitinésica ter sido detectada no meio de cultura livre de células
dos clones usados como controle negativo (i.e., transformadas com o vetor integro), mantidos
nas mesmas condicdes.

As fracbes do meio de cultura livre de células, concentradas por precipitacdo com
sulfato de amonio, obtidas dos clones recombinantes de P. pastoris, foram entdo analisadas
por eletroforese em gel de poliacrilamida 15% em condigdes desnaturantes (SDS-PAGE),
com o objetivo de se detectar alguma banda que correspondesse a rCV1897ps..

A massa molecular predita para a proteina CV1897ps., calculada a partir da
sequéncia de aminoacidos (439 residuos), é de aproximadamente 49,2 kDa. Entretanto, a
massa molecular esperada para a rCV1897ps: produzida em P. pastoris e secretada para o
meio de cultura seria de ~52,4 kDa. Esse valor leva em conta a auséncia do residuo Metl e a
presenca de residuos de aminoacidos extras, nas extremidades N-terminal (EAEAEF) e C-
terminal (VLEQKLISEEDLNSAVDHHHHHH) da proteina recombinante. Na sequéncia N-
terminal EAEAEF, os primeiros quatro residuos sdo codificados pelo vetor (EAEA) e os dois
residuos seguintes (EF) sdo codificados no sitio para EcoRlI, adicionado ao primer senso
usado durante a amplificacdo da ORF. A sequéncia N-terminal EAEA estaria presente na
proteina recombinante secretada, assumindo-se um correto processamento do fator o de
secrecdo de S. cerevisiae pela protease Kex2 de P. pastoris e auséncia de clivagem pela
protease Stel3. A sequéncia adicional na extremidade C-terminal inclui: dois residuos (VL)
codificados pelo sitio de restricdo para Xbal presente no primer reverso (usado para
amplificar a ORF) e os tags codificados no vetor pPICZaA, o epitopo c-myc (EQKLISEEDL)
e a cauda com seis residuos consecutivos de histidina (HHHHHH), separados por um linker
(NSAVD).
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Figura 26 — Atividade quitinasica especifica do meio de cultura livre de células, durante a inducédo da
expressao de rCV1897,s. em Pichia pastoris GS115. Clones recombinantes de P. pastoris
GS115 (A-F) foram cultivados na presenca de metanol 1% (v/v) e amostras do meio de
cultura foram obtidas a cada 24 h, de 0 h até 144 h ap6s o inicio da indugdo. Um clone
transformado com pPICZaA sem inserto foi usado como controle negativo. As amostras do
meio de cultura foram centrifugadas e o sobrenadante (meio de cultura livre de células) foi
dialisado contra agua destilada, concentrado por precipitagdo com sulfato de amonio (90%
de saturacdo) e entdo submetido a ensaio para determinacdo de atividade quitinasica,
usando quitina coloidal como substrato, como descrito na metodologia. Uma unidade (U)
de atividade quitinolitica = 1 nmol GlcNac/mL/h.
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Figura 27— Atividade quitinasica especifica do meio de cultura livre de células, durante a inducéo da
expressdo de rCV1897ps+ em Pichia pastoris KM71H. Clones recombinantes de P.
pastoris KM71H (B-F) foram cultivados na presenca de metanol 1% (v/v) e amostras do
meio de cultura foram obtidas a cada 24 h, de 0 h até 144 h ap6s o inicio da indu¢do. Um
clone transformado com pPICZoA sem inserto foi usado como controle negativo. As
amostras do meio de cultura foram centrifugadas e o sobrenadante (meio de cultura livre de
celulas) foi dialisado contra &gua destilada, concentrado por precipitacdo com sulfato de
amonio (90% de saturacdo) e entdo submetido a ensaio para determinagdo de atividade
quitinasica, usando quitina coloidal como substrato, como descrito na metodologia. Uma
unidade (U) de atividade quitinolitica = 1 nmol GlcNac/mL/h.
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Entretanto, quando as amostras obtidas do meio de cultura livre de células,
durante a inducdo dos clones recombinantes de ambas as estirpes de P. pastoris, foram
submetidas a eletroforese (SDS-PAGE), nenhuma banda proeminente com massa molecular
aparente em torno de 52,4 kDa foi evidenciada, mesmo ap0s coramento com nitrato de prata
(Figuras 28 e 29). Este resultado sugeriu que a quitinase recombinante estava sendo produzida

em baixos niveis, além do limite de detec¢cdo do corante.

6.3.4 Expressao de rCV1897ps. em P. pastoris KM71H

Um clone recombinante de P. pastoris KM71H foi avaliado quanto a sua
capacidade em expressar a proteina rCVV1897ps-. Aliquotas da cultura foram coletadas a cada
24 h apds o inicio da inducdo, centrifugadas e o meio de cultura livre de células foi
concentrado por precipitacdo com sulfato de aménio (90% de saturagéo).

Para confirmar a presenca e a funcionalidade da proteina recombinante secretada,
0s seguintes parametros foram determinados: atividade quitinasica total e atividade
quitinasica especifica. A atividade quitinasica total (U) na fracdo secretada da cultura do clone
recombinante aumentou continuamente a partir de 24 h, atingindo um valor madximo em 72 h
(533,9 U), decrescendo a partir desse momento da inducédo (Figura 30).

A atividade quitinasica especifica (U/mg) na fracdo secretada da cultura do clone
recombinante também aumentou continuamente a partir de 24 h, atingindo um valor maximo
em 72 h (513,64 U/mg), e a partir desse momento diminuiu continuamente (Figura 31). Dessa
forma, o tempo 6timo para indugdo de expressdo da rCV1897ps- em P. pastoris KM71H foi
definido em 72 h de inducdo, uma vez que nesse momento de coleta foram observados os
maiores valores de atividade quitinasica total e especifica.

Esses resultados sugerem que a quitinase rCV1897ps- foi produzida e secretada
para 0 meio extracelular a partir de células de P. pastoris KM71H, o que é suportado pela
auséncia de atividade quitinolitica no meio extracelular da cultura usada como controle
negativo (células de P. pastoris KM71H transformadas com o vetor integro), mantida nas

mesmas condices.
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Figura 28 — Eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) em condic¢Ges desnaturantes (SDS-PAGE).
Clones recombinantes de P. pastoris GS115 (A-F) foram cultivados na presenca de
metanol 1% (v/v) e amostras do meio de cultura foram obtidas a cada 24 h, de 0 h até 144 h
(como indicado) ap6s o inicio da indugdo. As amostras do meio de cultura foram
centrifugadas e o sobrenadante (meio de cultura livre de células) foi dialisado contra 4gua
destilada, concentrado por precipitacdo com sulfato de aménio (90% de saturacdo) e entdo
submetido a corrida eletroforética. Os géis foram corados com nitrato de prata. Os géis
(designados de A a F) correspondem as amostras coletadas dos clones de A a F,
respectivamente. Po¢co M: marcador Low Molecular Weight (GE Healthcare).
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Figura 29 — Eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) em condic¢Ges desnaturantes (SDS-PAGE).
Clones recombinantes de P. pastoris KM71H (A-E) foram cultivados na presenca de
metanol 1% (v/v) e amostras do meio de cultura foram obtidas a cada 24 h, de 0 h até 144 h
(como indicado) ap6s o inicio da inducdo. As amostras do meio de cultura foram
centrifugadas e o sobrenadante (meio de cultura livre de células) foi dialisado contra agua
destilada, concentrado por precipitagdo com sulfato de aménio (90% de saturacéo) e entdo
submetido a corrida eletroforética. Os géis foram corados com nitrato de prata. Os geéis
(designados de A a E) correspondem as amostras coletadas dos clones de B a F,
respectivamente. Po¢o M: marcador Low Molecular Weight (GE Healthcare).
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Figura 30 — Atividade quitinasica total do meio de cultura livre de células, durante a inducdo da
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expressdo de rCV1897ps— em Pichia pastoris KM71H. Um clone recombinante de P.
pastoris KM71H foi cultivado na presenca de metanol 1% (v/v) e amostras do meio de
cultura foram obtidas a cada 24 h, de 0 h até 120 h apés o inicio da indugdo. Um clone
transformado com pPICZaA sem inserto foi usado como controle negativo. As amostras do
meio de cultura foram centrifugadas e o sobrenadante (meio de cultura livre de células) foi
dialisado contra agua destilada, concentrado por precipitagdo com sulfato de aménio (90%
de saturacdo) e entdo submetido a ensaio para determinagdo de atividade quitinasica,
usando quitina coloidal como substrato, como descrito na metodologia. Uma unidade (U)
de atividade quitinolitica = 1 nmol GlcNac/mL/h.
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Figura 31 — Atividade quitinasica especifica do meio de cultura livre de células, durante a inducédo da

expressdo de rCV1897ps- em Pichia pastoris KM71H. Um clone recombinante de P.
pastoris KM71H foi cultivado na presenca de metanol 1% (v/v) e amostras do meio de
cultura foram obtidas a cada 24 h, de 0 h até 120 h apds o inicio da indugdo. Um clone
transformado com pPICZoA sem inserto foi usado como controle negativo. As amostras do
meio de cultura foram centrifugadas e o sobrenadante (meio de cultura livre de células) foi
dialisado contra agua destilada, concentrado por precipitacdo com sulfato de amonio (90%
de saturacdo) e entdo submetido a ensaio para determinacdo de atividade quitinésica,
usando quitina coloidal como substrato, como descrito na metodologia. Uma unidade (U)
de atividade quitinolitica = 1 nmol GlcNac/mL/h.
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Para se tentar detectar alguma banda de proteina que correspondesse a
rCV1897ps-, as fragdes do meio de cultura livre de células, concentradas por precipitacdo com
sulfato de amonio, obtidas durante a inducdo do clone recombinante de P. pastoris KM71H,
foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida 15% (SDS-PAGE), como
mostrado na Figura 32. A ORF parcial CV1897 (1.260 pb) de C. violaceum ATCC 12472
codifica uma proteina com 420 residuos de aminoacidos e massa molecular predita (calculada
a partir da sequéncia) de aproximadamente 47,3 kDa. Entretanto, a massa molecular esperada
para a rCVV1897ps- produzida em P. pastoris e secretada para o meio de cultura seria de 50,7
kDa. Esse valor leva em conta a presenca de residuos de aminoacidos extras, nas
extremidades N-terminal (EAEAEF) e C-terminal (VLEQKLISEEDLNSAVDHHHHHH) da
proteina recombinante. Na sequéncia N-terminal EAEAEF, os primeiros quatro residuos séo
codificados pelo vetor (EAEA) e os dois residuos seguintes (EF) sdo codificados no sitio para
EcoRlI, adicionado ao primer senso usado durante a amplificagdo da ORF.

A sequéncia N-terminal EAEA estaria presente na proteina recombinante
secretada, assumindo-se um correto processamento do fator o de secreg¢do de S. cerevisiae
pela protease Kex2 de P. pastoris e auséncia de clivagem pela protease Stel3. A sequéncia
adicional na extremidade C-terminal inclui: dois residuos (VL) codificados pelo sitio de
restricdo para Xbal presente no primer reverso (usado para amplificar a ORF) e os tags
codificados no vetor pPICZoA, o epitopo c-myc (EQKLISEEDL) e a cauda com seis residuos
consecutivos de histidina (HHHHHH), separados por um linker (NSAVD).

A eletroforese das amostras do meio de cultura, obtidas durante a inducdo do
clone recombinante de P. pastoris KM71H, revelou uma banda com massa molecular
aparente de 50 kDa, que foi detectada a partir de 48 h de inducdo e estava presente até 120 h
apos o inicio do cultivo na presenca de metanol (Figura 32). Esse resultado indicou que a
proteina rCV1897ps-, desprovida do peptideo sinal nativo, foi produzida com sucesso em

células da levedura P. pastoris, sendo secretada para 0 meio cultura de forma ativa.

6.3.5 Purificacdo de rCV1897ps. produzida em P. pastoris

A indugéo da expressdo de rCV1897ps. foi realizada em maior escala (2 L de
meio de cultura) com o clone D da estirpe KM71H, sob as mesmas condicdes descritas
anteriormente. O tempo de coleta do meio de cultura foi de 96 h, devido a maior atividade

quitinésica especifica detectada nesse momento da inducdo (Figura 27). Ao final da inducéo,
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Figura 32 — Eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) em condic¢Ges desnaturantes (SDS-PAGE).
Um clone recombinante de P. pastoris KM71H, transformado com o cassete de expressdo
Paox1::CV1897ps.::TTaox1, TOi cultivado na presenca de metanol 1% (v/v) e amostras do
meio de cultura foram obtidas a cada 24 h, de 0 h até 120 h (como indicado) apds o inicio
da indugdo. As amostras do meio de cultura foram centrifugadas e o sobrenadante (meio de
cultura livre de células) foi dialisado contra agua destilada, concentrado por precipitacao
com sulfato de aménio (90% de saturacéo) e entdo submetido a corrida eletroforética. O gel
foi corado com Simply Blue Safe Stain (Invitrogen). Pogo M: marcador Low Molecular
Weight (GE Healthcare).
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as proteinas presentes no meio de cultura livre de células foram precipitadas com sulfato de
amonio e submetidas a cromatografia de afinidade em niquel imobilizado. Trés picos (PI, PlI
e PIII) foram obtidos, que foram eluidos com tampé&o de equilibrio contendo imidazol 5 mM
(PI) e tampdo de equilibrio contendo imidazol 10 mM (P1I) e 100 mM (PIII), respectivamente
(Figura 33). A fracdo PIII exibiu atividade quitinolitica (frente a quitina coloidal) e quando
submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), apresentou duas bandas com
massas moleculares aparentes de aproximadamente 51,4 kDa e 43,2 kDa (Figura 34). Essas
duas bandas foram evidenciadas tanto por coramento com Coomassie Brilliant Blue (Figura
34A) e como também pelo corante InVision His-tag in-gel, que é especifico para a cauda de
histidina presente na extremidade C-terminal da proteina recombinante (Figura 34B). O
rendimento de rCVV1897ps. pura foi de 1,8 mg por litro de cultura (Tabela 1).

O segundo método de purificacdo utilizado foi cromatografia de afinidade em
matriz de quitina, com o objetivo de separar as duas bandas referentes a rCV1897ps.. A
amostra da proteina recombinante, obtida por meio da cromatografia de afinidade em niquel
imobilizado, foi dialisada contra tampdo acetato de sodio 50 mM pH 5,2 e aplicada em matriz
de quitina previamente, equiliborada com o mesmo tampdo. Entretanto, a proteina
recombinante ndo interagiu com a matriz, sendo eluida com o tamp&o de equilibrio no inicio
do processo cromatografico (dados ndo mostrados). Dessa forma, a cromatografia de
afinidade em matriz de quitina foi descartada como método de purificagdo da rCV1897ps.
produzida em P. pastoris.

A cromatografia de interacdo hidrofébica também foi avaliada como método
alternativo para purificacdo de rCV1897ps:. A amostra contendo a proteina recombinante,
obtida por meio da cromatografia de afinidade em niquel imobilizado, foi aplicada a matriz de
Phenyl-Sepharose CL4B, na presenca de sulfato de amonio 1 M. Nessa condi¢do, rCV1897ps.
interagiu com o gel e foi eluida apenas quando a matriz foi lavada com agua (dados néo
mostrados). Essa fracdo eluida com agua possuia atividade hidrolitica sobre quitina coloidal e
ao ser analisada por SDS-PAGE apresentou duas bandas com massas moleculares aparentes
de 43,2 e 51,4 kDa, tanto para a amostra tratada com -mercaptoetanol como para a amostra
ndo tratada, antes de ser submetida a corrida eletroforética (Figura 35). Esse resultado
mostrou que as duas bandas interagiram da mesma forma com a matriz hidrofdbica, ndo sendo

possivel a separacdo das mesmas.
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Figura 33 — Purificacdo de rCVV1897ps. por cromatografia de afinidade em niquel imobilizado. Fragdo
F0/90 do meio livre de células de Pichia pastoris KM71H, transformadas com o cassete de
expressao Paoxi::CV1897ps.:: TTaox: € induzidas com metanol 1% por 96 h, foi aplicada
aplicada a matriz cromatografica (Ni Sepharose 6 Fast Flow), equilibrada com o tampé&o de
equilibrio (Tris-HCI 50 mM pH 8,0; NaCl 500 mM). Proteinas que ndo se ligaram a matriz
foram eluidas com tampdo de equilibrio (PI), ap6s o que a matriz foi lavada com tampéo de
equilibrio contendo imidazol 10 mM (PII). A proteina recombinante foi eluida com tampao
de eluicéo contendo imidazol 100 mM (PIII).
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Figura 34 — SDS-PAGE de rCV1897ps, purificada. A proteina recombinante foi produzida em P.
pastoris KM71H e purificada por cromatografia de afinidade em niquel imobilizado em
matriz Ni Sepharose 6 Fast Flow, a partir da fracdo FO/90 do meio livre de células. (A) As
bandas de proteina foram reveladas com Coomassie Brilliant Blue. (B) Detec¢do com kit
InVision His-tag in-gel Stain. Pogo 1: rCV1897ps. . Pogo M: marcador Low Molecular
Weight (GE Healthcare).
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Tabela 1 — Purificacio de CV1897ps. produzida em P. pastoris' por cromatografia de
afinidade em niquel imobilizado

Proteina Atividade EASt ;)\Qg?i(iz Rendimento  Purificacéo
* 0,
Total (mg) Total (U*) (U*/mgP) (%) (fold)
Meio livre 56,7 17.573,0 293,1 100 1
de células
F0/90 23,4 10.211,8 579,2 41,2 2,0
PHII** 1,8 2.134,7 815,2 3,3 2,8

1. dados obtidos a partir de 1 L de cultura (induzida com metanol a 17 °C por 72 horas)
*1 U =1 nmol GlcNac/mL/h
**Pico da cromatografia de afinidade em niquel imobilizado, contendo rCV1897ps.
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Figura 35 — SDS-PAGE de rCV1897ps. purificada. A proteina recombinante foi produzida em P.
pastoris KM71H e purificada por cromatografia de interacdo hidrofébica a partir da
amostra proveniente da cromatografia de afinidade em niquel imobilizado. As bandas de
proteina foram reveladas com Coomassie Brilliant Blue. Po¢o 1: rCV1897ps. na presenca
de B-mercaptoenol. Poco 2: rCV1897ps: na auséncia de [-mercaptoenol. Pogo M:
marcador Low Molecular Weight (GE Healthcare).
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6.3.6 Purificacdo de rCV1897ps- produzida em P. pastoris

A inducéo da expressao de rCV1897ps-, correspondendo a proteina desprovida do
peptideo sinal nativo, também foi realizada em maior escala (2 L de meio de cultura), sob as
mesmas condicdes descritas anteriormente. O tempo de coleta do meio de cultura foi de 72 h,
devido a maior atividade quitinasica especifica detectada nesse instante (Figura 31). Ao final
da inducdo, as proteinas presentes no meio de cultura livre de células foram concentradas por
precipitacdo com sulfato de aménio e submetidas a cromatografia de afinidade em niquel
imobilizado. O perfil cromatografico consistiu de trés picos (PI, Pl e PIII), que foram eluidos
com tampéo de equilibrio contendo imidazol 5 mM (PI) e tampdo de equilibrio contendo
imidazol 10 mM (PIl) e 100 mM (PIlI), respectivamente (Figura 36), semelhante ao
observado anteriormente durante a purificacdo de rCV1897ps.. Ensaio enzimético usando
quitina coloidal como substrato revelou que a quitinase recombinante rCV1897ps- estava
presente na fragdo eluida com imidazol 100 mM (PIIl) (Figura 36), como também foi
observado na purifica¢do de rCV1897ps..

Quando a fracdo PIIl contendo a quitinase recombinante foi analisada por
eletroforese em gel de poliacrilamida 15% (SDS-PAGE), duas bandas com massas
moleculares aparentes de 44 e 50 kDa foram visualizadas, tanto por coramento com
Coomassie Brilliant Blue (Figura 37A) como também pelo corante InVision His-tag in-gel
(Figura 37B), demonstrando que ambas as bandas possuiam a cauda de histidina (Figura
37B).

Os resultados obtidos com a purificacdo de rCV1897ps- foram semelhantes ao
encontrados na purificacdo de rCV1897ps.. O rendimento de rCVV1897ps- purificada foi de 2,1

mg por litro de cultura (Tabela 2).

6.4 Imunodetecc¢do das quitinases recombinantes (rCV1897ps. € rCV1897ps.)

Em anéalises por Western blotting, as duas bandas com massas moleculares
aparentes em torno de 43-44 kDa e 50-51 kDa, obtidas apés a purificacdo das duas versdes
(CV1897ps+ € CV1897ps) da quitinase, produzidas em P. pastoris, foram reconhecidas
especificamente por anticorpo de camundongo anti-His (Figura 38). Esses resultados
confirmaramm que essas bandas sdo referentes as proteinas CV1897ps: € CV1897ps-

contendo a cauda de histidina.
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Figura 36 — Purificagdo de rCV1897ps. por cromatografia de afinidade em niquel imobilizado. Fracéo
FO0/90 do meio livre de células de Pichia pastoris KM71H, transformadas com o cassete de
expressdo Paoxi::CV1897ps.::TTaox1 € induzidas com metanol 1% por 72 h, foi aplicada
aplicada a matriz cromatogréafica (Ni Sepharose 6 Fast Flow), equilibrada com o tampéo de
equilibrio (Tris-HCI 50 mM pH 8,0; NaCl 500 mM). Proteinas que ndo se ligaram a matriz
foram eluidas com tampao de equilibrio (PI), ap6s o que a matriz foi lavada com tampao de
equilibrio contendo imidazol 10 mM (PII). A proteina recombinante foi eluida com tampao
de eluicdo contendo imidazol 100 mM (PIII).
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Figura 37 — SDS-PAGE de rCV1897ps. purificada. A proteina recombinante foi produzida em P.
pastoris KM71H e purificada por cromatografia de afinidade em niquel imobilizado em
matriz Ni Sepharose 6 Fast Flow, a partir da fracdo FO/90 do meio livre de células. (A) As
bandas de proteina foram reveladas com Coomassie Brilliant Blue. (B) Detec¢do com kit
InVision His-tag in-gel Stain. Poco 1: rCV1897ps. . Pogo M: marcador Low Molecular
Weight (GE Healthcare).
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Tabela 2 — Purificagdo de CV1897ps. produzida em P. pastoris’ por cromatografia de

afinidade em niquel imobilizado

Proteina Atividade EASt ;)\élg?i?:z Rendimento  Purificacéo
* 0,
Total (mg) Total (U*) (U*/mgP) (%) (fold)
Meio livre | 458 15.810,0 322,1 100 1
de células
F0/90 13,2 8.181,8 682,7 27,1 2,1
PHII** 2,1 1.785,3 931,4 4,3 2,9

1. dados obtidos a partir de 1 L de cultura (induzida com metanol a 17 °C por 96 horas)

* 1 U =1 nmol GlcNac/mL/h

**Pico da cromatografia de afinidade em niquel imobilizado, contendo rCV1897ps.
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Figura 38 — Imunodetecgdo das quitinases (rCV1897ps+ e rCV1897ps.) produzidas em P. pastoris. (A)
Deteccdo das quitinases por Western blotting. (B) Analise por SDS-PAGE de rCV1897ps+
e rCV1897ps. reveladas com Coomassie Brilliant Blue. Pogo M: marcador Low Molecular
Weight (GE Healthcare). Pogo 1: rCV1897ps:. Poco 2: rCV1897ps..
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6.5 Caracterizacdo bioquimica e estrutural das quitinases recombinantes produzidas em
Pichia pastoris

6.5.1 Ensaio de atividade quitinasica em gel

As quitinases recombinantes (CV1897ps: € CV1897ps.) produzidas em P. pastoris
foram solubilizadas apos liofilizacdo, e ambas as bandas caracteristicas de cada uma se
mostraram ativas contra o substrato glicol quitina, um derivado soltvel da quitina, como

observado pela deteccédo da atividade quitindsica em gel, ilustrada na Figura 39.

6.5.2 Ensaio enzimdtico na presenca e auséncia de f-glucuronidase

Este ensaio enzimatico foi realizado com rCV1897,s, utilizando quitina coloidal
como substrato. Quando realizado na auséncia de B-glucuronidase, ndo foi detectada nenhuma
atividade quitinasica. Este resultado demonstra que rCV1897 é uma endoquitinase e cliva o
polimero de quitina de forma randémica em seu interior, produzindo quitooligdmeros. O
mesmo ensaio foi realizado com a quitinase de Streptomyces griseus, como controle positivo,

que possui atividade endo e exoquitinasica (Tabela 3).

6.5.3 Ensaio enzimatico com substratos sintéticos

Este ensaio foi realizado com a rCV1897ps. € tem por base a hidrdlise enzimatica
de diferentes substratos sintéticos pela quitinase testada. Os substratos sintéticos utilizados
foram 4-nitrofenil N-acetil-p-D-glucosaminideo, 4-nitrofenil N,N’-diacetil-B-D-quitobiosideo
e 4-nitrofenil B-D-N,N’,N”’-triacetilquitotriose.

A quitinase de Streptomyces griseus apresentou-se ativa contra 4-nitrofenil N-N’-
diacetil-B-D-quitobiosideo (9.925 U/mg) e 4-nitrofenil B-D-N-N’-N’’-triacetilquitotriose
(8.862,5 U/mg), ndo sendo possivel detectar atividade contra o 4-nitrofenil N-acetil-p-D-
glucosaminideo. A quitinase rCV1897ps. ndo foi capaz de hidrolisar os substratos testados
(Tabela 3).
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Figura 39 — Atividade quitinasica em gel da quitinases (rCV1897ps+ € rCV1897ps.) produzidas em P.
pastoris. Pogo 1: 40 ug da rCV1897ps+. Pogo 2: 80 pg da rCV1897ps+. Pogo 3: 80 ug da
rCV1897ps..

Tabela 3 - Especificidade da quitinase rCV1897ps: por substratos. A atividade especifica da
enzima (U/mg proteina) foi medida usando-se quitina coloidal e substratos sintéticos. A
quitinase de Streptomyces griseus foi utilizada para comparacéo.

Substrato rCv1897 Quitinase de
Streptomyces griseus

Quitina coloidal*

(+) B-glucuronidase 1.544,22 20.153,84
(-) B-glucuronidase 0 1.504,18
4-nitrophenil N-acetil-B-D-glucosaminideo** 0 0

4-nitrophenil N-N’-diacetil-p-D-quitobiosideo 0 9.925,0

4-nitrophenil-B-D-N,N’,N’-triacetilquitotriose 0 8.862.0

* Para ensaios usando quitina coloidal, uma unidade foi definida por 1 nmol de GIcNAc/mg/hora.
** Para ensaios usando substratos sintéticos, uma unidade de atividade especifica foi definida pela
liberagéo de 1 nmol de 4-nitrophenol/mg/hora, pH 5,2 a 37 °C.
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6.5.4 Determinacéo da sequéncia de aminoacidos N-terminal

O sequenciamento de aminoacidos N-terminal, por meio da técnica degradacéo de
Edman, foi realizado para as duas bandas detectadas no gel de eletroforese, referentes as
quitinases recombinantes (CV1897ps. € CV1897ps.) expressas em P. pastoris.

Para rCV1897ps., uma sequéncia de 23 residuos de amino&cidos foi obtida para a
banda de 51,4 kDa, e uma sequéncia de 31 residuos foi obtida para a banda de 43,2 kDa. As
sequéncias alinharam-se totalmente com a sequéncia deduzida a partir da ORF CVV1897, como
ilustrado na Figura 40.

Ja para a rCV1897ps., a sequéncia de 31 residuos de aminoécidos obtida foi a
mesma para as duas bandas (51 e 44 kDa). Esta sequéncia obteve 100% de identidade com a
deduzida a partir da ORF CV1897 (Figura 41).

6.5.5 Verificacdo de N-glicosilagdo na quitinase recombinante

A sequéncia deduzida de aminoacidos da quitinase CV1897 foi analisada com
o0 uso da ferramenta NetNGlyc, para uma busca de sitios putativos para N-glicosilacdo (Asn-
X-Ser/Thr). Como observado na Figura 42, nenhum sitio potencial para N-glicosilagdo foi

encontrado na sequéncia da proteina.
6.5.6 Verificacdo de O-glicosilacdo na quitinase recombinante

A sequéncia deduzida de amino&cidos da quitinase CV1897 também foi analisada
com o uso da ferramenta NetOGlyc, para uma busca de sitios putativos para O-glicosilacdo
(Ser ou Thr). Como observado na Figura 43, um sitio potencial de O-glicosilacdo (Thr’®) foi
predito.

Para confirmar se a CVV1897ps. foi produzida em P. pastoris de forma glicosilada,
0 gel de proteinas foi revelado pelo método de Schiff. A quitinase recombinante ndo foi
revelada com o reagente, sugerindo que a rCV1897ps. ndo foi produzida na levedura de forma

glicosilada (dados ndo mostrados).
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EAE A-KL SAFITLSLLPLPALAAPWQARAIYQKGQTVOWQGRDWQAKWPTRGETPGANPKG
SWIAHVDGAMRKLDDAAPPVPTLQQOALQHEAELTNNDFFRKVKASIRTLSNEQVEQVAPGRAA
NPVNVRRVERLLPSAKWDYYFSRRDASYTYTRFLQAVAKFPGVCDDYGDGRDADATCRHSLAT
MFAHFGOETGNHDASDTVPOQWROGLAYLREMGCADSGSACGYNTECNDPVENKVWTCGKNPDG
SWKKYYGRGAKQLSYNYNYGPESQOAMNNGDOSVLLONPDLVASTWLNLASATEFFEVYPQPPKP
SMLHVIDGTWVPNAADKAAGAGNNFATTIQIINGECGGGTERQAAQNRIDYYKQFAHDLGWDY
GGEQLSCANMQRFTSASSAAYNIYWEKDWOWQHDYQCQLVSYQTPYSALOAGNYQRCVEDNWG

VKL KV RS BSOS - HH HHH

Legenda:
Sitios de clivagem Kex2 e Stel3
@ Aminoacidos adicionados para o sitio de clonagem
@®» Epitopo c-myc
@B Cauda de poli-histidina

Sequéncia N-terminal da banda de 51,4 kDa de CV1897ps.

SLLPLPALAAPWQARATIYQKGQT

Sequéncia N-terminal da banda de 43,2 kDa de CV1897ps.

DDAAPPVPTLQQOALQHEAELTNNDFFRKVKA

Figura 40 — Sequéncia N-terminal de rCV1897ps: obtida por degradacdo de Edman. Em vermelho
estdo representadas as sequéncias N-terminal obtidas para as duas bandas de rCVV1897ps.
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EAE A-APWQARAI YOKGOTVQWQGRDWOAKWPTRGETPGANPKGSWIAHVDGAMRKLDDAA
PPVPTLQOALQHEAELTNNDFFRKVKASTIRTLSNEQVEQVAPGRAANPVNVRRVERLLPSAKW
DYYFSRRDASYTYTRFLOAVAKFPGVCDDYGDGRDADAICRHSLATMFAHFGQETGNHDASDT
VPOWROGLAYLREMGCADSGSACGYNTECNDPVENKVWTCGKNPDGSWKKYYGRGAKQLSYNY
NYGPFSQAMNNGDOSVLLONPDLVASTWLNLASATFFEVYPOPPKPSMLHVIDGTWVPNAADK
AAGAGNNFATTIQIINGECGGGTERQAAQNRIDYYKQFAHDLGWDYGGEQLSCANMORETSAS

SAAYNIYWEKDWQWQHDYQCQLVSYQTPYSALQAGNYQRCVEDNWGVK LKV L SORCSEDEN

BB HHHHEH

Legenda:
Sitios de clivagem Kex2 e Stel3
@ Aminoécidos adicionados para o sitio de clonagem
@ Epitopo c-myc
@B Cauda de poli-histidina

Sequéncia N-terminal das duas bandas (51 e 42,8 kDa) de CV1897ps.

DDAAPPVPTLQQOALQHEAELTNNDFFRKVKA

Figura 41 — Sequéncia N-terminal de rCVV1897ps. obtida por degradacdo de Edman. Em vermelho
esta representada a sequéncia N-terminal obtida para as duas bandas de rC\V1897ps..
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PREDIGAO DE SITIOS DE N-GLICOSILAGAO EM CV1897

Potential

N-glycosylation potential

a8 T T T T T T T T
a sa 188 158 2ee 258 380 358 480
Sequence position

Figura 42 — Resultado da andlise da sequéncia de aminoécidos de CVV1897 pelo software NetNGlyc.

PREDIGAO DE SITIOS DE O-GLICOSILAGAO EM CV1897

Potential

O-glycosylation potential

‘ H Ll

T T
3e8 358 408

188

At

Il
T T
a 1 a 258

;B ce
Sequence position
MKLSAFIILSLLPLPALAAPWQARAIYQKGQTVQOWQGRDWQAKWPTRGETPGANPKGSWIAHVDGAMR
KLDDAAPPVPTLOQALQHEAELTNNDEFFRKVKASIRTLSNEQVEQVAPGRAANPVNVRRVERLLPSAK
WDYYFSRRDASYTYTRFLOAVAKFPGVCDDYGDGRDADATCRHSLATMFAHFGQETGNHDASDTVPQOW
ROGLAYLREMGCADSGSACGYNTECNDPVENKVWTCGKNPDGSWKKYYGRGAKQLSYNYNYGPFSQAM
NNGDQSVLLONPDLVASTWLNLASATFFFVYPQPPKPSMLHVIDGTWVPNAADKAAGAGNNFATTIQT
INGECGGGTERQAAQNRIDYYKQFAHDLGWDYGGEQLSCANMOREFTSASSAAYNIYWEKDWQWQHDYQ

CQLVSYQTPYSALQAGNYQRCVEDNWGVKLK

Figura 43 — Resultado da anélise da sequéncia de amino&cidos de CV1897 pelo software NetOGlyc.
Na sequéncia deduzida de aminoacidos da CVV1897 apresentada abaixo do grafico, o sitio
predito de O-glicosilacdo (thr79) esta sombreado em amarelo.
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6.5.7 Espectrometria de massa

A fim de avaliar se houve alguma modificacdo na sequéncia de aminoacidos, as
quitinases recombinantes (CV1897ps. e CV1897ps) produzidas em P. pastoris foram
digeridas com tripsina e submetidas a analise por espectrometria de massa.

Os peptideos encontrados foram identificados como sendo parte da quitinase de C.
violaceum ATCC 12472, como mostrado na figura 44. Nenhuma diferenca foi encontrada
entre os peptideos obtidos (Anexos | e J) e a sequéncia da proteina, deduzida da sequéncia de

nucleotideos.

6.5.8 Efeito da temperatura sobre a estabilidade da rCV1897

A atividade quitinasica relativa da rCV1897,s. foi analisada quando incubada a
diferentes temperaturas (30 a 100 °C, com intervalos de 10 °C), durante 30 minutos. Através
do grafico representado na figura 45, foi observado que a rCV1897ps. mostrou-se ativa
guando tratada com temperaturas de até 40 °C, quando a enzima exibiu 93,7% de sua
atividade maxima, registrada a 30 °C. Tratamentos de 30 minutos em temperaturas a partir de
50 °C foram suficientes para inativacdo enzimatica, provavelmente por causar alguma
alteracdo estrutural da proteina, levando a um estado conformacional que impossibilita a

atividade enzimatica.

6.5.9 Efeito do pH sobre a atividade enzimética da rCV1897

O efeito do pH sobre a atividade enzimatica da rCV1897ps. foi analisado
utilizando-se tampdes com pH variando de 2 a 10. Como pode ser observado na figura 46,
rCV1897ps. apresentou-se ativa na faixa de pH de 3 a 9. A maior atividade enzimaética foi
observada em pH 5, sendo este considerado o pH 6timo para a quitinase recombinante. Em

pH 6, rCV1897ps: manteve 83% da atividade e, em pH 7, manteve aproximadamente 54%.
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EAEAEFKLSAFIILSLLPLPALAAPWQARAIYQKGQTVQWQGRDWQAKWPTRGETPGANP

KGSWIAHVDGAMRKLDDAAPPVPTLQQOALQHEAELTNNDFFRKVKASIRTLSNEQVEQVAPG
RAANPVNVRRVERLILPSAKWDYYFSRRDASYTYTRFLQAVAKFPGVCDDYGDGRDADAICRH
SLATMFAHFGQETGNHDASDTVPQWRQGLAYLREMGCADSGSACGYNTECNDPVFNKVWTCG
KNPDGSWKKYYGRGAKQLSYNYNYGPFSQAMNNGDQSVLLONPDLVASTWLNLASATFFEVY
PQPPKPSMLHVIDGTWVPNAADKAAGAGNNFATTIQI INGECGGGTERQAAQNRIDYYKQFA
HDLGWDYGGEQLSCANMQRFTSASSAAYNIYWEKDWQWQHDYQCQLVSYQTPYSALQAGNYQ

RCVEDNWGVKLKVLEQKLISEEDLNSAVDHHHHHH A

EAEAEFAPWQARAIYQKGOTVOWQGRDWQAKWPTRGET PGANPKGSWIAHVDGAMRKLDD

AAPPVPTLOOALQHEAELTNNDFFRKVKASIRTLSNEQVEQVAPGRAANPVNVRRVERLLPS
AKWDYYFSRRDASYTYTRFLOAVAKFPGVCDDYGDGRDADAICRHSLATMFAHFGQETGNHD
ASDTVPOWRQGLAYLREMGCADSGSACGYNTECNDPVEFNKVWTCGKNPDGSWKKYYGRGAKQ
LSYNYNYGPFSQAMNNGDQSVLLONPDLVASTWLNLASATFFFVYPQPPKPSMLHVIDGTWV
PNAADKAAGAGNNFATTIQIINGECGGGTERQAAQNRIDYYKQFAHDLGWDYGGEQLSCANM
QRFTSASSAAYNIYWEKDWOQWQHDYQCQLVSYQTPYSALQOQAGNYQRCVEDNWGVKLKVLEQK
LISEEDLNSAVDHHHHHH

B

Figura 44 — Residuos identificados por espectrometria de massa das amostras de rCV1897ps: €
rCV1897ps. produzidas em P. pastoris e digeridas com tripsina. (A) Sequéncia deduzida da
rCV1897ps+. (B) Sequéncia deduzida da rCV1897ps.. Os residuos sombreados em amarelo
foram identificados por espectrometria de massa. Em vermelho, residuos codificados nos
vetores de expressao utilizados.
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Figura 45 — Atividade relativa da quitinase rCVV1897ps+ produzida em P. pastoris, ap6s incubagdo em
diferentes temperaturas (30 a 100 °C) durante 30 min.
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Figura 46 — Efeito do pH na atividade enzimética relativa da quitinase rCV1897ps: produzida em P.

pastoris.
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6.5.10 Espectro de Dicroismo Circular (CD)

A partir dos dados obtidos por CD, foi possivel verificar que na estrutura
secundaria de rCV1897ps., produzida em P. pastoris, predominam arranjos em a-hélice
(37%), possuindo também 26% do seu contetido de folhas-p e 38% de estrutura desordenada.

A espectroscopia de dicroismo circular € bastante usada para acompanhar a
estabilidade da proteina quando submetida a condigdes desnaturantes, pois 0s espectros da
proteina enovelada e desnaturada sdo bem diferentes. A transicdo para a desnaturacdo pode
ser facilmente observada nas figuras 48 e 49, onde a estabilidade térmica de rCV1897ps. (0,2
mg/mL) foi avaliada. A proteina foi incubada, por 20 minutos, em diferentes temperaturas,
variando de 10 a 90 °C com intervalos de 10 °C, e os espectros obtidos foram analisados. A
desnaturacdo de rCV1897ps, foi observada em temperaturas a partir de 50 °C, quando o
espectro tende a zero (Figura 47).

Pelos graficos de desnaturacdo térmica, ilustrados na figura 48, observa-se que a
partir de aproximadamente 45 °C ja ocorre a desnaturacdo de 50% das moléculas de
rCV1897ps:. Todos o0s pontos acima da curva indicam que a proteina estd totalmente
desnaturada.

Este resultado foi observado com clareza nos espectros obtidos entre as
temperatras de 40 a 50 °C (Figura 49). O resultado obtido estd de acordo com o efeito da
temperatura analisado por meio da atividade enzimatica de rCV1897ps., onde o0 tratamento
com temperaturas a partir de 50 °C por 30 minutos levaram a auséncia de atividade

quitinsica.
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Figura 47 — Efeito da temperatura na estrutura secundaria de rCV1897ps: medido por dicroismo
circular. Medidas de dicroismo circular foram obtidas usando um espectropolarimetro
Jasco J-815, com célula de 0,1 cm de camnho 6tico. rCV1897ps, foi incubada por 20
minutos em diferentes temperaturas (10-90 °C), de 10 em 10 °C, a uma concentracdo de
0,2 mg/mL.
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Figura 48 — Espectro de dicroismo circular da rCV1897ps: em fungdo da temperatura. Medidas de
dicroismo circular foram obtidas usando um espectropolarimetro Jasco J-815, com célula
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Figura 49 — Efeito da temperatura na estrutura secundaria da rCV1897ps. medido por dicroismo
circular. Medidas de dicroismo circular foram obtidas usando um espectropolarimetro
Jasco J-815, com célula de 0,1 cm de camnho 6tico. rCV1897ps. foi incubada por 20
minutos em diferentes temperaturas (40-50 °C), de 2 em 2 °C, a uma concentragdo de 0,2
mg/mL.
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6.5.11 Espectro de Fluorescéncia

Os resultados obtidos para a rCV1897ps. indicaram que a mesma foi produzida
em P. pastoris em sua conformacdo enovelada, uma vez que os espectros de fluorescéncia
obtidos apds excitacdo a 280 nm (Figura 50A) e a 295 nm (Figura 50B) apresentaram um
maximo de emissdao em 330 nm. Estes espectros, relacionados a excitacdo dos residuos de
triptofano (285 a 305 nm), sdo um indicativo de que rCV1897ps. esta na conformacao nativa,
pelo maximo apresentado (330 nm), pois mostram que o0s residuos de triptofano estéo

localizados no interior da proteina, ndo estando expostos a solugdo aquosa.

6.6 Atividade biologica

6.6.1 Atividade antifangica sobre fungos filamentosos

Este ensaio teve como objetivo avaliar o efeito de rCV1897ps., produzida em P.
pastoris, sobre a germinacdo de conidios e crescimento micelial dos fungos Colletotrichum
musae; C. lindemuthianum; C. gloeosporioides; Fusarium solani; F. oxysporum; Penicillium
herquei e Rhizoctonia solani. De acordo com os resultados ilustrados na figura 53, a dose de
30 pg de rCV1897ps. causou uma inibicdo de 81% do crescimento de P. herquei até o tempo
de 24 h (Figura 51A) e uma inibicdo de 28% do crescimento do fungo C. lindemuthianum
(Figura 51B). A quitinase recombinante ndo apresentou efeito inibitério sobre o crescimento
micelial dos demais fungos testados.

O efeito de rCV1897ps. sobre a germinacdo de conidios dos diferentes fungos
pode ser observado na figura 52. A quitinase recombinante foi capaz de inibir totalmente a
germinacdo dos conidios de P. herquei na dose de 30 ug até o tempo de 48 h (Figura 52A).
Em doses menores (15 pg; 7,5 pg e 3,75 ug) de rCV1897ps4, a inibicdo da germinacdo dos
conidios foi de aproximadamente 68% (Figura 53A). Nestas concentracdes, o efeito da
quitinase sobre a germinacdo dos conidios ndo foi dose-dependente. Para confirmar que o
efeito sobre a germinacdo de conidios de P. herquei era causado pela atividade enzimatica de
rCV1897ps:, @ mesma foi submetida a um tratamento térmico de 100 °C por 10 min e
novamente analisada. A amostra tratada dessa forma ndo apresentou efeito inibitério sobre a
germinacdo de P. herquei, sugerindo que o efeito da proteina recombinante sobre a
germinacdo de conidios depende, pelo menos em parte, da acdo hidrolitica da mesma sobre a

quitina (Figura 53B).
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Figura 50 — Espectros de fluorescéncia da rCV1897ps. Os espectros foram obtidos em fluorimetro
ISSK2, utilizando-se cubeta de 0,5 mL, com caminho Otico de 1 cm. A proteina
recombinante foi aplicada em uma concentracdo de 0,055 mg/mL, dissolvida em &gua
ultrapura. (A) Excitagéo a 280 nm; (B) Excitagdo a 295 nm.
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Figura 52 — Efeito da rCV1897ps. sobre a germinacdo de conidios dos fungos. (A) Penicillium
herquei; (B) Colletotrichum lindemuthianum; (C) C. gloeosporioides; (D) C. musae; (E)
Fusarium oxysporum; (F) F. solani; (G) Rhizoctonia solani.
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A dose de 30 pg de rCV1897ps: também causou inibicdo de aproximadamente
33% na germinacdo dos conidios de C. lindemuthianum (Figura 52B). Nenhum efeito
inibitdrio foi observado sobre a germinacédo de conidios dos demais fungos testados.

Os maiores efeitos da quitinase recombinante foram verificados sobre a
germinagdo de conidios e o crescimento micelial do fungo P. herquei. Portanto, um ensaio
para avaliar o efeito da proteina recombinante sobre a permeabilidade da membrana desse
fungo foi realizado, utilizando iodeto de propidio. Como evidenciado na figura 54 (C e D),
rCV1897ps+, Nna concentragdo de 0,3 mg/mL, danificou a membrana plasmética de conidios de

P. herquei, quando esses foram expostos a proteina por 24 h.

6.6.2 Atividade antifingica sobre Candida tropicalis

A avaliagdo da atividade antifungica das duas formas da quitinase recombinante
(CV1897ps: e rCV1897ps.), produzidas em P. pastoris, foi determinada frente a diferentes
cepas de Candida tropicalis resistentes ao fluconazol (CIM > 64 pg/mL). A concentragdo
inibitéria minima (CIM) foi definida como a mais baixa concentracdo que produziu 50% de
reducdo do crescimento das células fungicas, apds 24 h de incubacdo com diferentes diluicdes
da proteina.

O efeito frente as cepas de C. tropicalis esta descrito nas Tabelas 4 e 5. Ndo houve
reducdo do crescimento celular em nenhuma cepa de C. tropicalis quando estas foram
expostas ao FLC (64 pg/mL) ou as proteinas recombinantes (rCV1897ps, ou rCV1897ps.) (64
ug/mL) isoladamente. Por outro lado, a co-exposicdo das cepas de C. tropicalis a uma das
formas de quitinase recombinante (rCV1897ps. ou rCV1897ps-) + FLC (8 pug/mL) causou
redu¢do no crescimento das mesmas. Quando combinandas com FLC 8 pg/mL, tanto
rCV1897ps: como rCV1897ps- apresentaram CIM de 0,25 pg/mL (para a cepa 1) ou 0,125
ug/mL (para as cepas 2, 3, 4, 5, 6 e 7). Como demonstrado nas Tabelas 4 e 5, as associagdes
rCV1897ps:+ + FLC e rCVV1897ps- + FLC atuaram de forma sinérgica contra todas as cepas de

C. tropicalis resistentes ao fluconazol, com um FICI < 0,5.
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Figura 54 — Ensaio de permeabilidade de membrana dos conidios de Penicillium herquei. Os
conidios foram incubados com a quitinase rCV1897ps. (0,3mg/mL) (C, D) ou com o
controle negativo, tampao acetato de sédio 50 mM pH 5,2 (A, B) por 24 horas a 27 °C.
lodeto de propidio (1 mM) foi utilizado para determinar a integridade das membranas
dos conidios.
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Tabela 4: Avaliacdo da atividade antifingica de CV1897ps. contra cepas de Candida

tropicalis resistentes ao fluconazol, isoladas no Ceara.

MIC (ug/mL)°

FLC - CV1897 ps. — interagéo °

MIC Combinacéo - MIC
Cepas? FLC CV1897pg. FLC CV1897ps. > FICI Interpretacao
C. tropicalis 1 >64 >64 8.0 0.25 0.129 SIN
C. tropicalis 2 >64 >64 8.0 0.125 0.127 SIN
C.tropicalis 3 >64 >64 8.0 0.125 0.127 SIN
C. tropicalis 4 >64 >64 8.0 0.125 0.127 SIN
C. tropicalis 5 >64 >64 8.0 0.125 0.127 SIN
C. tropicalis 6 >64 >64 8.0 0.125 0.127 SIN
C. tropicalis 7 >64 >64 8.0 0.125 0.127 SIN

®Cepas resistentes ao fluconazol de Candida tropicalis isoladas a partir de amostras bioldgicas.

® FLC - Fluconazol; CV1897;s. - Proteina recombinante. O MIC foi definido como a concentragdo mais baixa
que produziu uma reducdo de 50% no crescimento de células de fungos ap6s 24h de incubagdo. O procedimento
foi realizado de acordo com o protocolo NCCLS M27-A3. O intervalo de FLC variou 64-0,125 pg / mL, e 0
intervalo de CV1897ps, variou 64-0,125 pg / mL. MICs representam meédias geométricas de pelo menos trés
CIMs determinadas em dias diferentes ©. O efeito sinérgico da FLC e CV1897;, foi calculado com base FICI
(indice de concentracdo inibitéria fracional) (FICI = [FC] / CFS + [QC] / CQS), em que [FC] e [CQS] sdo as
concentragdes de FLC e CV1897ps. que apresentaram acdo quando combinado; [SFC] e [CAS] sdo as
concentragdes dos mesmos farmacos que atuam sozinhos. A interpretacdo foi realizada de acordo com o valor do
FICI <0,5 = sinergismo (SIN); 0,5 <FICI < 4,0 = indiferenca (IND) e FICI > 4,0 = antagonismo (ANT).
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Tabela 5: Avaliacdo da atividade antifungica de CV1897ps. contra cepas de Candida

tropicalis resistentes ao fluconazol, isoladas no Ceara.

MIC (ug/mL)°

FLC - CV1897 ps. — interacéo °

MIC Combinacéo - MIC
Cepas? FLC CV1897ps. FLC CV1897ps. Y FICI Interpretacéo
C. tropicalis 1 >64 >64 8.0 0.25 0.129 SIN
C. tropicalis 2 >64 >64 8.0 0.125 0.127 SIN
C.tropicalis 3 >64 >64 8.0 0.125 0.127 SIN
C. tropicalis 4 >64 >64 8.0 0.125 0.127 SIN
C. tropicalis 5 >64 >64 8.0 0.125 0.127 SIN
C. tropicalis 6 >64 >64 8.0 0.125 0.127 SIN
C. tropicalis 7 >64 >64 8.0 0.125 0.127 SIN

# Cepas resistentes ao fluconazol de Candida tropicalis isoladas a partir de amostras bioldgicas.

® FLC - Fluconazol; CV1897ps. - Proteina recombinante. O MIC foi definido como a concentracdo mais baixa
gue produziu uma reducao de 50% no crescimento de células de fungos apds 24h de incubagdo. O procedimento
foi realizado de acordo com o protocolo NCCLS M27-A3. O intervalo de FLC variou 64-0,125 ug / mL, e 0
intervalo de CV1897ps.variou 64-0,125 pg / mL. MICs representam médias geométricas de pelo menos trés
CIMs determinadas em dias diferentes ©. O efeito sinérgico da FLC e CV1897,5 foi calculado com base FICI
(indice de concentracdo inibitoria fracional) (FICI = [FC] / CFS + [QC] / CQS), em que [FC] e [CQS] séo as
concentragbes de FLC e CV1897ps. que apresentaram acdo quando combinado; [SFC] e [CAS] sdo as
concentragdes dos mesmos farmacos que atuam sozinhos. A interpretacdo foi realizada de acordo com o valor do

FICI <0,5 = sinergismo (SIN); 0,5 <FICI < 4,0 = indiferenca (IND) e FICI > 4,0 = antagonismo (ANT).
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6.7 Avaliacao de alteracGes morfoldgicas e danos na membrana celular

As cepas de C. tropicalis sensiveis a FLC ndo exibiram alteragdes morfoldgicas
quando expostas por 24 h a uma das formas da quitinase (CV1897ps+ ou CV1897ps), Na
concentracdo de 64 pg/mL. Entretanto, alteragdes morfoldgicas foram detectadas quando
células dessas cepas foram expostas por 24 h a combinacdo rCV1897 (PS+ ou PS-) 0,5
pg/mL + FLC 8 pg/mL, como revelado por citometria de fluxo (Figura 55A). As
modificagdes encontradas nas células das cepas sensiveis a FLC sdo compativeis com a
presenca de morte celular.

Com relacdo as células de C. tropicalis resistentes a FLC, ndo foram detectadas
alterac6es morfoldgicas quando estas foram tratadas por 24 h com FLC 64 pg/mL apenas) ou
com uma das formas da quitinase recombinante (CV1897ps: ou CV1897ps.) 64 pg/mL. Por
outro lado, alteracbes morfoldgicas foram observadas nas células dessas cepas resistentes
quando estas foram expostas por 24 h ao tratamento quitinase rCV1897 (PS+ ou PS-) 0,25
pug/mL + FLC 8 ug/mL (Figura 55A).

Nas cepas sensiveis a FLC, a exposicdo das células a FLC 64 ug/mL ou a
combinacdo rCV1897 (PS+ ou PS—) 0,5 pg/mL + FLC 8 pg/mL resultou em danos na
membrana das células, como revelado por meio do ensaio com iodeto de propidio (Figura
55B). Por outro lado, nas células de C. tropicalis resistentes a FLC, a perda da integridade da
membrana foi somente observada no co-tratamento por 24 h com rCV1897 (PS+ ou PS-)
0,25 pg/mL + FLC 8 pg/mL) (Figura 55C).
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Figura 55 - Analise por citometria de fluxo para avaliagdo das alteracfes morfoldgicas e danos na

membrana apds exposicao de fluconazol e quitinases (CV1897ps+; CV1897ps.) (64ug/mL)
em cepas de C.tropicalis FLC-sensivel e FLC-resistente. (A) As cepas de C. tropicalis
FLC-sensivel (B) e FLC-resistente (C) foram co-tratadas com as quitinases (CV1897ps+;
CV1897ps.) (0,25 ng/mL) e fluconazol (8ug/ ml), por um periodo de 24 horas, usando
lodeto de Propideo.
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7. DISCUSSAO

Diversos micoorganismos possuem a habilidade de sobreviver em ambientes
desfavoraveis, submetidos a diversas condicdes de estresse. Essa competéncia reside em uma
versatilidade nutricional e metabdlica que constitui uma intricada rede de mecanismos de
adaptacdo. Dessa forma, genomas de micoorganismos constituem uma fonte de novas
biomoléculas que podem ter aplicacdes em diferentes areas biotecnoldgicas. C. violaceum é
uma bactéria de vida livre que habita dgua e solos em areas tropicais e subtropicais de
diversos continentes (DURAN, 2010). Visando a elucidacdo dos mecanismos e estratégias
relacionadas a sua adaptabilidade a diferentes ambientes, assim como uma melhor exploracéo
do seu potencial biotecnologico, o genoma da C. violaceum estirpe ATCC 12472 foi
completamente sequenciado por um consorcio de laboratorios, integrantes do Projeto Genoma
Brasileiro (VASCONCELOS et al., 2003).

A anotacdo do genoma revelou diversos genes relacionados a resposta a condi¢oes
de estresse, motilidade, patogenicidade e com potencial aplicacdo em diversas areas. Dentre
as ORFs que codificam produtos de interesse para a agricultura, estdo véarias quitinases, que
provavelmente sdo responsaveis pela capacidade da C. violaceum de sobreviver com a quitina
como unica fonte de carbono e nitrogénio (VASCONCELOS et al., 2003).

Quitinases sdo de grande interesse biotecnoldgico, pois podem ser utilizadas na
bioconversdo da quitina em derivados Uteis, serem exploradas no biocontrole de fungos e
insetos patogénicos, alem de serem empregadas em cuidados com a saude humana, como por
exemplo, no uso de preparacdes oftadlmicas com quitinases e microbicidas (GOMAA, 2012).
Alguns produtos da bioconversdo da quitina, como o0s quito-oligossacarideos, possuem
importancia médica, com acdo antitumoral, anti-inflamatoria e antifingica (AAM et al.,
2010). Além disso, monémeros de GlcNAc podem ser usados como adogantes e suplementos
nutricionais (HUANG et al., 2012).

A degradacdo da quitina em escala industrial depende de reagGes quimicas
envolvendo &cidos fortes e os fluidos resultantes destas reacfes sdo poluentes ambientais. Por
isso, enzimas quitinoliticas bacterianas tém sido exploradas para 0 uso na produgdo
enzimatica de GIcNAc e seus derivados de forma que nao prejudique o meio ambiente
(HUANG et al., 2012).

Para que seja feito uso das propriedades destas enzimas € preciso obter as
mesmas em estado de elevado grau de pureza e homogeneidade e também em grande

quantidade. Devido as quitinases serem expressas em bactérias em pequenas quantidades, o
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processo de purificacdo das mesmas é bastante complexo. Além disso, a exploracdo de C.
violaceum pode ser limitada, uma vez que pode atuar como um patégeno oportunista em
animais e até no homem. Dessa forma, a expressdo heterologa seria uma alternativa viavel
para a producdo dessas proteinas de uma forma rapida e com maior rendimento protéico,
sendo, portanto, Gtil para o estudo e caracterizacdo das quitinases de C. violaceum. Os
sistemas heter6logos produzem proteinas com uma sequéncia de aminodcidos definida e
permitem que a relacdo entre sequéncia e funcao da proteina possa ser explorada (LUO et al.,
2005; RAMLI et al, 2011).

Inicialmente, a analise in silico foi feita por comparacdo com os bancos de dados
de dominios Pfam, CDD e Smart. A ORF CV1897 codifica uma quitinase com 439 residuos
de aminoacidos e massa molecular predita de 49.2 kDa. A mesma possui um dominio de
ligacdo a quitina de 45 residuos de aminoacidos (19 a 62) na regido N-terminal e um dominio
catalitico constituido por 249 residuos de aminoacidos (131 a 379) na regido C-terminal. As
quitinases sdo constituidas por dominios que podem ser arranjados de diferentes formas em
distintas proteinas. Os dominios mais importantes sdo aqueles envolvidos na catélise da
hidrolise das ligacdes glicosidicas (dominio catalitico) e na ligacdo da enzima ao substrato
(dominio de ligagdo a carboidrato) (GORTARI; HOURS, 2008).

No dominio catalitico da quitinase CV1897, os residuos de aminoacidos
responséveis pela catalise sdo dois residuos de glutamato (Glu** e GIu*®) e um residuo de

260 191

serina (Ser~>"). De acordo com Ubhayasekera e colaboradores (2007), o Glu™" seria 0 acido

geral (doador de protons) do mecanismo de inversdo, caracteristico da familia GH19,

213

enquanto o Glu“~ seria a base geral, ativando a molécula de agua para o ataque nucleofilico

do carbono anomérico do agucar e estabilizando o intermediario carregado. Este ataque

: N . « - A 262
resulta na inversdo da configuracdo anomérica do produto. Uma sequéncia conservada ( 6.

NYNYG) em membros da familia GH19 também foi identificada no dominio catalitico
(UBHAYASEKERA et al., 2007).

Um peptideo sinal (residuos 1 a 18) no N-terminal foi predito pela ferramenta
SignalP e pelo banco de dados Exprot, sugerindo que a proteina codificada pela ORF CV1897
é sintetizada como uma pré-proteina, presumivelmente alvo para a via secretoria de C.
violaceum. Os peptideos sinais bacterianos normalmente consistem de 15 a 30 residuos de
aminoéacidos (PUGSLEY, 1993).

A ferramenta online para busca de peptideo sinal SignalP também foi utilizada

para analisar as sequéncias de aminoacidos das quitinases CV2935 de C. violaceum (LOBO,
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2009), Chi58 de Sanguibacter sp (YONG et al., 2006) e CHI II de Glaciozyma antartica
(RAMLI et al., 2011). Os resultados indicaram um possivel peptideo de sinal N-terminal com
23 residuos de aminoacidos para a CV2935 e a Chi58. Ja para a CHI II, uma sequéncia N-
terminal deduzida de 19 aminoacidos continha uma sequéncia tipica de peptideo sinal.

Apos a andlise in silico da quitinase CV1897, o primeiro sistema de expressao
heterdloga escolhido foi a bactéria E. coli, que tem sido bastante usada como hospedeiro para
a expressao de proteinas recombinantes, por ser um organismo geneticamente bem conhecido,
e por apresentar uma rapida taxa de multiplica¢dao, facil cultivo e relativo baixo custo
(HUANG; LIN; YANG, 2012).

A clonagem da sequéncia codificadora completa da quitinase (CVV1897ps.) de C.
violaceum foi realizada no vetor pET302/NT-His, obtendo-se trés clones de E. coli TOP10F’
transformados o plasmideo recombinante pET302::CV1897ps.. A sequéncia clonada no vetor
PET302/NT-His esta sob o controle de sinais de transcri¢do e traducdo do bacteriéfago T7, e a
expressdo € induzida fornecendo uma fonte de RNA polimerase T7 na célula hospedeira. As
estirpes utilizadas como hospedeiras de expressdo possuem em seu genoma uma cépia do
gene da RNA polimerase T7 sob o controle do promotor lacUV5, cuja expressdo é induzida
por IPTG.

A expressdo da quitinase (rCV1897ps.) foi realizada nas estirpes de E. coli BL21
(DE3) e ArcticExpress (DE3), a partir de plasmideos recombinantes pET302::CV1897ps.. As
estirpes utilizadas sdo de alto nivel de expressdo e deficientes em dois genes (ompT e lon) que
codificam proteases que poderiam degradar as proteinas recombinantes. BL21 (DE3) é a
linhagem mais utilizada para expressdo heterdloga e ArcticExpress(DE3) é uma derivada
desta linhagem.

Apbs a inducdo da expressdo da quitinase (rCV1897ps.) em células de E. coli
BL21 (DE3), a mesma foi detectada por eletroforese em gel de poliacrilamida 15% na fracédo
insoluvel, formando os corpos de inclusdo. As proteinas podem ser expressas em E. coli de
diferentes maneiras: secretadas para 0 meio extracelular ou espaco periplasmatico, e
intracelular, de forma solavel ou formando os corpos de inclusdo, que sdo agregados de
proteinas insolUveis e inativas (HUANG; LIN; YANG, 2012).

A ORF CV1897 de C. violaceum codifica uma quitinase com 439 residuos de
aminoacidos e massa molecular predita (calculada a partir da sequéncia) de aproximadamente
49.2 kDa. Quitinases de diferentes organismos possuem massas moleculares de
aproximadamente 40 a 80 kDa, como as de Clonostachys rosea (43.8 kDa), Chaetomium
cupreum (58 kDa) e Vibrio sp (79.4 kDa) (RAMLI et al, 2011).
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A massa molecular aparente detectada na fracdo insoltvel, apds coramento do gel
com Coomassie Brilliant Blue, foi de 51 kDa. Considerando que a proteina recombinante é
produzida com um segmento adicional (de 1.409,5 Da) de 11 residuos de aminoacidos na
extremidade N-terminal (HHHHHHVNLLE), codificados na sequéncia do vetor de expressdo
PET302/NT-His, a massa molecular esperada para a proteina de fusdo seria de
aproximadamente 50.6 kDa. Isso sugere mais fortemente que a proteina com massa molecular
aparente de 51 kDa, detectada na fracdo intracelular insoltvel, corresponde de fato a
rCV1897ps..

Entretanto, essa mesma proteina de 51 kDa ndo foi detectada na fracdo
intracelular soltvel, nem no meio extracelular. Esse resultado indica que a rCV1897ps. foi
produzida principalmente na forma de corpos de inclusdo, podendo estar presente na fracéo
intracelular solivel e/ou no meio extracelular em niveis muito baixos, alem do limite de
deteccdo do corante (Coomassie Brilliant Blue).

A quitinase de classe | de feijdo-de-corda (rVuChi), pertencente a familia GH19,
foi expressa na mesma estirpe de E. coli BL21 (DE3) e também foi obtida em corpos de
inclusdo. Apos a purificacdo da proteina recombinante, a mesma ndo apresentou atividade
quitinasica (CORREIA, 2007).

A dificuldade em obter a proteina recombinante na fracdo celular soltvel também
foi relatada por Singh e colaboradores (2007), que clonaram e expressaram uma quitinase de
classe VII de trigo. A proteina também foi produzida principalmente em corpos de incluséo.

Apbs o resultado da eletroforese, amostras da fracdo sollvel e do meio de cultura
foram analisadas por ensaio enzimético. Alguma atividade quitindsica (33,6 U/mgP) foi
detectada na fracdo intracelular soltvel, apenas 24 h apds a adicdo de IPTG a cultura. 1sso
sugere que alguma proteina recombinante produzida apds a indu¢do com IPTG se acumulou
intracelularmente de forma soltvel e funcional. Ndo houve deteccdo de atividade quitinasica
no meio de cultura livre de células, indicando que a quitinase recombinante ndo foi secretada
para 0 meio extracelular.

Os resultados demonstram que o putativo peptideo sinal de 18 aminoacidos na
sequéncia da quitinase analisada ndo foi reconhecido pela bactéria E. coli. Ao contrario da
CV1897, a quitinase CV2935 de C. violaceum foi expressa em E. coli e teve seu peptideo
sinal intrinseco reconhecido e clivado pela célula hospedeira, sendo secretada para 0 meio
extracelular apds 24 horas de cultivo, com massa molecular aparente de 43 kDa, de acordo
com o esperado para a rCV2935 madura (LOBO, 2009).
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As quitinases recombinantes de Sanguibacter sp. e de Bacillus thuringiensis
subsp. kurstaki HD-73 expressas em E. coli também foram secretadas para o meio
extracelular, sugerindo que as mesmas tiveram seus peptideos sinais reconhecidos e clivados
pela célula hospedeira (YONG et al., 2006; BARBOZA-CORONA et al., 2008).

Ghasemi e colaboradores (2011) produziram duas quitinases recombinantes de
Bacillus pumilus SG2 que foram secretadas para 0 meio extracelular. Entretanto, quando os
autores clonaram a regido codificadora das proteinas, sem a regido dos peptideos sinais, as
mesmas ficaram retidas no citoplasma de E. coli M15.

A secrecdo de proteinas para 0 meio de cultura em E. coli tem algumas vantagens
sobre a producdo intracelular, como a baixa concentracdo de proteinas nativas e de
endotoxinas e uma menor acdo de proteases. Essas vantagens facilitam a purificacdo e a
qualidade das proteinas produzidas (HUANG; LIN; YANG, 2012). Entretanto, a presenca de
um peptideo sinal ndo garante a secrecdo da proteina recombinante, pois outros fatores
também influenciam, como o estresse do hospedeiro, a propria sequéncia sinal, e o tipo de
proteina a ser secretada (CHOI; LEE, 2004).

Para a obtencdo da proteina intracelular sollvel, algumas estratégias podem ser
utilizadas, como a reducéo na temperatura de inducéo, a otimizacao das condi¢Ges de indugéo
e a co-expressdo de chaperonas moleculares (MAKINO; SKRETAS; GEORGIOU, 2011,
HUANG,; LIN; YANG, 2012).

Huang e colaboradores (2012) produziram cinco diferentes quitinases da bactéria
Chitiniphilus shinanonensis de forma soltvel em E. coli. Uma quitinase da bactéria Serratia
marcescens B4A (Chit62) também foi expressa de forma solGvel e ativa em E. coli
(BABASHPOUR et al., 2012).

Como a rCV1897ps: foi produzida em E. coli BL21 (DE3) principalmente na
forma de corpos de inclusédo insoluveis, a estirpe de E. coli ArcticExpress (DE3) foi utilizada
com o objetivo de se obter a quitinase na fracdo intracelular soltvel. Essa estirpe expressa
constitutivamente as chaperonas Cpnl0 e Cpn60 da bactéria Oleispira antarctica, que
conferem uma melhora no processamento das proteinas, aumentando o rendimento das
proteinas recombinantes sollveis e ativas. Além da co-expressdao de chaperonas moleculares,
a estratégia de reducédo na temperatura da inducédo (12° C) também foi utilizada.

Entretanto, a quitinase recombinante foi detectada por eletroforese apenas na
fracdo insoluvel, indicando que a mesma foi produzida principalmente nos corpos de inclusdo
no interior bacteriano. Alguma atividade quitinasica (30,7 U/mgP) foi detectada na fracéo

intracelular solavel, indicando que alguma proteina recombinante também se acumulou
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intracelularmente de forma sollvel e funcional. N&o houve deteccdo de atividade quitindsica
no meio de cultura, sugerindo que a mesma néo foi secretada para 0 meio extracelular.

Os corpos de inclusdo sdo relativamente homogéneos em sua composi¢do, em
alguns casos, a proteina recombinante representa mais que 90% das proteinas totais presentes
(HUANG; LIN; YANG, 2012). A quitinase de classe | de feijao-de-corda (rVuChi) foi
expressa na estirpe ArcticExpress (DE3) com a proteina de fusdo tiorredoxina (Trx), que é
soltvel em E. coli, possibilitando o aumento da solubilidade da proteina de interesse. Porém,
a rvuChi-Trx também foi produzida em corpos de inclusdo (LANDIM, 2011).

Buscando a obtencdo da quitinase (rCV1897ps:) pura, as fracdes intracelulares
soltvel e insoltvel foram submetidas & cromatografia de afinidade em niquel imobilizado.
Uma caracteristica do vetor de expressdo pET302/NT-His utilizado na clonagem é a
expressao da proteina recombinante na forma de uma proteina de fusdo, possuindo uma cauda
de seis residuos de histidina consecutivos na sua extremidade N-terminal. Isso possibilita a
purificacdo da mesma por cromatografia de afinidade em coluna de niquel imobilizado, uma
vez que o componente imidazélico da histidina apresenta afinidade por metais.

Quando a fracdo soluvel foi aplicada em matriz de Sepharose, ndo foi possivel a
deteccdo da quitinase recombinante, que pode ser devido ao baixo nivel da proteina nesta
fragdo. Por outro lado, quando os corpos de inclusdo solubilizados com cloridrato de
guanidina 3 M foram aplicados em matriz, a rCV1897ps. foi purificada. Apds a eliminacéo do
agente desnaturante, ndo houve deteccdo de atividade quitinasica. A solubiliza¢do dos corpos
de inclusdo com agentes caotropicos, como a uréia e o cloridrato de guanidina, pode afetar a
integridade das proteinas. O renovelamento dos corpos de inclusdo em proteinas ativas
representa um desafio porque para a obtencdo de um bom rendimento € necesséria a
otimizacdo das etapas de refolding para cada proteina alvo (HUANG; LIN; YANG, 2012).

Tendo em vista que a rCV1897ps. foi produzida em E. coli de forma insoluvel e
inativa, e que diferentes etapas de refolding nem sempre produzem a proteina na sua forma
ativa, foi utilizada a alternativa de produzir a quitinase recombinante em outro sistema de
expressdo (Pichia pastoris).

A levedura metilotréfica P. pastoris tem se tornado cada vez mais popular como
hospedeira para expressdo de proteinas recombinantes. Caracteristicas como fécil
manipulagdo, capacidade de ser cultivada em altas densidades de células, por ser um
organismo eucarioto capaz de realizar modificagdes pds-traducionais e ter relativo baixo custo
entre sistemas eucariontes, explicam a utilizagdo crescente desse sistema de expressdo de
proteinas heterdlogas (DALY; HEARN, 2005).
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Ja foi relatada na literatura a expresséo de quitinases de diferentes organismos em
P. pastoris, tais como: dos fungos Aspergillus fumigatus (JAQUES et al., 2003), Chaetomium
globosum (LIU et al., 2008), Chaetomium cupreum (WANG; YANG, 2009), Limonium
bicolor (LIU et al., 2010), Trichoderma atroviride (ARRIAGA, et al., 2010) e da levedura
Glaciozyma antarctica (RAMLI et al., 2011), dos insetos Lacanobia oleracea (FITCHES et
al., 2004) e Bombyx mori (FAN et al, 2011), das plantas Oryza sativa (TRUONG et al., 2003),
Bambusa oldhamii (KUO et al., 2008) e Vigna unguiculata (LANDIM, 2011), e até de uma
quitinase humana (GOODRICK, et al., 2001).

Poucas quitinases bacterianas foram produzidas na levedura P. pastoris, o Unico
trabalho publicado é o da endoquitinase da bactéria psicrofilica da Antartica Sanguibacter
antarctius (rChi21702) (LEE et al., 2010). Diferentes quitinases de C. violaceum, todas
pertencentes a familia GH18, também ja foram produzidas por essa levedura (TEIXEIRA,
2011; MEDEIROS, 2012; LOBO, 2012).

A expressdo heter6loga em P. pastoris pode ser intracelular ou secretada. A
secrecdo requer a presenca de uma sequéncia sinal na proteina expressa para o devido
enderegamento na via secretdria. O sinal de secrecdo (fator o) de S. cerevisiae tem sido usado
com sucesso. Uma grande vantagem de obter a proteina secretada é que P. pastoris secreta um
nivel muito baixo de proteinas, fazendo com que a proteina recombinante compreenda a
maioria do total de proteinas secretadas no meio (CREGG; VEDVICK; RASCHKE, 1993).

Como o resultado da analise com a ferramenta SignalP indicou a presenca de um
putativo peptideo sinal intrinseco da proteina CV1897, esse peptideo, juntamente com o fator
a de secregdo de S. cerevisiae, presente no plasmideo de expressio pPICZoA, poderiam
atrapalhar a secrecdo da proteina recombinante pela levedura hospedeira. Desse modo, a
clonagem e expressao da proteina recombinante foram realizadas com a sequéncia completa e
parcial (sem o peptideo sinal intrinseco da proteina).

A inducdo da expressdo de CV1897ps, foi realizada nas estirpes de P. pastoris
GS115 e KM71H. A quitinase recombinante ndo foi detectada no meio extracelular quando o
mesmo foi analisado por eletroforese em gel de poliacrilamida 15%. A massa molecular
predita da ORF CV1897 é de 49.2 kDa. Entretanto, a massa molecular esperada para a
rCV1897ps. produzida em P. pastoris e secretada para 0 meio de cultura seria de 52.4 kDa.
Esse valor leva em conta a auséncia do residuo Metl e a presenca de residuos de aminoacidos
extras, nas extremidades N-terminal e C-terminal da proteina recombinante.

Apbs o resultado da eletroforese, o meio livre de células foi analisado por ensaio

enzimatico. A estirpe GS115 apresentou a maior atividade quitinasica total (390 U), 120 h
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apo6s o inicio da inducdo e ja a estirpe KM71H apresentou maior atividade quitinasica
especifica (1.958, 23 U/mgP) em 96 horas de inducdo. Apesar de ndo ter sido detectada por
eletroforese, as analises por ensaio enzimatico confirmaram a producdo e secrecdo da
rCV1897ps: em P. pastoris.

Fan e colaboradores (2007) realizaram um estudo comparativo com uma quitinase
do fungo Beauveria bassiana (Bbchitl). A fim de obter essa enzima em grandes quantidades e
na sua forma ativa, o gene Bbchitl foi expresso em E. coli e P. pastoris. A producdo de
Bbchitl recombinante foi detectada em E. coli, porém, localizada principalmente em corpos
de inclusdo. Ja em P. pastoris, Bbchitl foi secretada de forma soluvel e ativa para o meio de
cultura.

Teixeira (2011) relatou a expressdo da quitinase CV3316 de C. violaceum,
pertencente a familia GH18, em P. pastoris. Clones da estirpe GS115 apresentaram melhores
resultados que os da estirpe KM71H, com um pico de atividade quitinasica total (1.234,08 U)
e especifica (9.649,38 U/mgP) apds 96 horas de inducdo. O tempo 6timo de expressdo da
quitinase CV2935 de C. violaceum em P. pastoris KM71H também foi de 96 horas de
inducdo, uma vez que foi observada maior atividade quitinasica especifica (LOBO, 2012).

Liu e colaboradores (2010) expressaram uma quitinase de L. bicolor (Lbchi31)
em P. pastoris, que foi detectada por eletroforese a partir de 96 horas na estirpe GS115 e 72
horas em KM71H. Ja as quitinases dos fungos C. cupreum e Beauveria bassiana, produzidas
em P. pastoris GS115, foram detectadas por eletroforese apds 120 e 48 horas,
respectivamente (WANG; YANG, 2009; FAN et al., 2007).

A rCV1897ps. foi produzida apenas na estirpe de P. pastoris KM71H. Uma banda
com massa molecular aparente de 50 kDa foi detectada por eletroforese a partir de 48 horas de
inducdo, sugerindo que a quitinase recombinante foi produzida em P. pastoris e secretada
para 0 meio cultura. A massa molecular predita da ORF parcial CV1897 € de 47.3 kDa.
Entretanto, a massa molecular esperada para a rCVV1897ps. produzida em P. pastoris seria de
50.7 kDa. Esse valor leva em conta a presenca de residuos de aminoacidos extras nas
extremidades N-terminal e C-terminal da proteina recombinante.

Os resultados apresentados pelo ensaio enzimatico mostraram que a atividade
quitinasica total de rCV1897ps- aumentou continuamente a partir de 24 horas, atingindo seu
valor maximo em 72 horas (533,9 U), quando entéo foi diminuida a partir de 96 h de inducéo.
A atividade quitinasica especifica também aumentou a partir de 24 horas, atingindo seu valor

méaximo em 72 horas (513,64 U/mgP), quando entdo foi diminuida a partir de 96 h de
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inducdo. Esse decréscimo da atividade enzimética pode ser devido a acdo de enzimas
proteoliticas secretadas pela levedura.

Da mesma forma que a rCV1897ps-, diferentes quitinases desprovidas de seus
peptideos sinais tém sido produzidas em sistemas heterélogos. A endoquitinase da bactéria S.
antarctius (rChi21702) foi clonada e expressa com sucesso em P. pastoris sem 0s 25 residuos
de aminoacidos de um putativo peptideo sinal (LEE et al., 2010). Lobo (2012) também relatou
a producdo da quitinase CV2935 de C. violaceum, desprovida de seu peptideo sinal de 23
residuos de aminoacidos, de forma soltvel e ativa em P. pastoris.

Fan e colaboradores (2011) produziram a quitinase do inseto B. mori na sua
sequéncia completa (Bmchi) e sem a regido C-terminal (o equivalente ao dominio de ligacdo a
quitina para essa proteina - BmchiAC). Nesse trabalho, o autor relata uma maior atividade
quitinasica para Bmchi, evidenciando a importancia desse dominio para o correto
funcionamento da enzima.

Com os resultados obtidos nas analises enzimaticas, o tempo 6timo de expressao
em P. pastoris foi determinado para as quitinases rCVV1897ps: € rCV1897ps-. Dessa forma,
inducBes em larga escala foram realizadas objetivando a purificacdo dessas proteinas
recombinantes.

As quitinases foram purificadas por meio de cromatografia de afinidade em niquel
imobilizado, uma vez que as mesmas foram produzidas como proteinas de fusdo, possuindo
uma cauda de seis residuos de histidina consecutivos na sua extremidade N-terminal. Em
analise por eletroforese, foram observadas duas bandas com massas moleculares aparentes de
43,2 e 51,4 kDa para a rCV1897ps: € de 44 e 50 kDa para a rCV1897ps-. As duas bandas
foram detectadas pelo o kit InVision His-tag in-gel Stain, comprovando que as mesmas
possuem a cauda de histidina. Cromatografias de afinidade em matriz de quitina e de
interacdo hidrofobica foram realizadas na tentativa da separacdo das duas bandas, entretanto,
ndo foi possivel a separacdo das mesmas, pois as duas proteinas interagiram da mesma forma
com os dois tipos de matriz. Em andlises por imunodeteccao, as duas bandas obtidas apos a
purificacdo das quitinases produzidas em P. pastoris foram reconhecidas especificamente por
anticorpos de camundongo anti-His. Esses resultados confirmam mais uma vez que as duas
bandas referentes as proteinas CV1897ps. € CV1897ps. possuem a cauda de histidina.

Resultados semelhantes foram obtidos por Fan e colaboradores (2007), Kuo e
colaboradores (2008) e Landim (2011), quando expressaram quitinases em células de P.

pastoris e observaram a presenca de duas bandas com massas moleculares diferentes.



131

O rendimento das quitinases puras foi de 1,8 mg/L (rCV1897ps:) € 2,1 mg/L
(rCV1897ps-). As quitinases bacterianas produzidas em P. pastoris apresentaram rendimentos
variados, como a rChi21702 de S. antarcticus (1 mg/L), a CV3316 (1,2 mg/L) e CV2935 (44
mg/L) de C. violaceum (LEE et al., 2010; TEIXEIRA, 2011; LOBO, 2012).

A massa molecular de CV1897, calculada a partir da sua sequéncia de
aminoacidos é de 49,2 kDa. Entretanto, a massa molecular esperada para a rCV1897ps.
produzida em P. pastoris seria de 52,4 kDa, levando em conta a auséncia do residuo Metl e a
presenca de residuos de aminoacidos extras, nas extremidades N-terminal e C-terminal da
proteina recombinante. Por meio do sequenciamento de aminoacidos N-terminal, uma
sequéncia de 23 residuos de aminoacidos foi obtida para a banda de 51,4 kDa e uma
sequéncia de 31 residuos foi obtida para a banda de 43,2 kDa. O resultado mostrou que a
proteina foi clivada em dois sitios diferentes pela levedura P. pastoris, resultando na producéo
de duas proteinas com massas moleculares diferentes. Considerando as sequéncias obtidas
paras as bandas de 51,4 e 43,2 kDa, as massas moleculares esperadas para as mesmas seriam
de 50,9 e 44,1 kDa, confirmando que as duas bandas detectadas por eletroforese
correspondem a duas isoformas de rCV1897ps.. Para analisar se a CV1897ps. estava sendo
produzida de forma glicosilada, o gel de proteinas foi revelado pelo método de Schiff,
entretanto, a quitinase recombinante ndo foi revelada com o reagente, sugerindo que a
rCV1897ps: néo foi glicosilada.

Ja para a rCV1897ps., foi obtida uma sequéncia de 31 residuos de aminoacidos
idéntica para as duas bandas (50 e 44 kDa), que foi a mesma da proteina de massa aparente de
43,2 kDa da rCV1897ps.. Considerando a sequéncia obtida, a massa molecular esperada seria
de 44 kDa. Portanto, para explicar a massa molecular aparente da banda de 50 kDa,
especulou-se a hipotese da mesma ser uma forma glicosilada de rCV1897ps.. Para tentar
esclarecer isso, uma analise in silico foi realizada com os softwares NetNGlyc e NetOGlyc,
para verificar se a sequéncia de aminoacidos de CV1897 possuia possiveis sitios de N-
glicosilacdo e/ou O-glicosilacdo. De acordo com essas analises, a sequéncia deduzida de
aminoécidos de CV1897 possui um sitio de O-glicosilacdo em potencial: Thr’® (assumindo
gue o 1° residuo da proteina € a metionina inicial) e nenhum sitio potencial para N-
glicosilagdo. Assim, é possivel de fato que a banda com massa molecular aparente de 50 kDa
corresponda a isoforma de rCV1897ps. na qual esse sitio potencial de O-glicosilacdo foi
reconhecido pela levedura e modificado pela adicdo covalente de um oligossacarideo.

A glicosilagdo é uma das modificacBes poOs-traducionais realizadas por P.

pastoris, e normalmente as cadeias de acucar adicionadas sdo mais curtas que as de S.
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cerevisiae, tornando P. pastoris uma hospedeira mais atraente para a expressdo de proteinas
recombinantes (DEMAIN; VAISHNAYV, 2009).

A fim de avaliar se houve alguma modificacdo na sequéncia de aminoacidos, as
quitinases recombinantes (CV1897ps. e CV1897ps) produzidas em P. pastoris foram
submetidas a analise por espectrometria de massa. Todos 0s peptideos encontrados foram
identificados como sendo parte da quitinase CVV1897 de C. violaceum ATCC 12472. Na
analise dos peptideos obtidos para a CV1897ps., observou-se a presenca de um residuo de N-

247 14 (1
. Ja na analise de

acetil-B-D-glucosamina (GIcNAc) no residuo de aminoacido Ser
CV1897ps., Observou-se que a presenca de GIcNAc em trés diferentes residuos de
aminoécidos (Thr'®®, Thr'%, Ser'%®), além de trés O-glicanos em outros diferentes residuos
(Thr®?, Thr*®, Ser®”’). Esse trés O-glicanos aumentariam a massa molecular aparente da
proteina em 4.703 Da (4,7 kDa). Dessa forma, a adicdo covalente desses oligossacarideos
poderia justificar a diferenca das duas bandas (50 e 44 kDa) de CVV1897ps., considerando que
a banda de massa molecular aparente de 50 kDa corresponda a isoforma glicosilada.

A rCV1897ps. apresentou atividade exclusivamente endoquitinésica contra quitina
coloidal. No ensaio realizado com o substrato glicol quitina, um derivado soltvel da quitina,
as duas proteinas obtidas para rCV1897ps: € rCV1897ps. mostraram-se ativas. Diferentes
quitinases pertencentes a familia GH19 foram capazes de hidrolisar este substrato, como a
rVuChi de Vigna unguiculata (LANDIM, 2011) e a OsChialb de Oryza sativa (MIZUNO et
al., 2008b). Da mesma forma, quitinases bacterianas de Serratia sp., B. thuringiensis (Chia) e
C. violaceum (CV2935), pertencentes a familia GH18, também mostraram-se ativas contra
glicol quitina (KIM et al., 2007; LIU et al., 2010; LOBO, 2012).

Por outro lado, a quitinase rCV1897ps. ndo foi capaz de hidrolisar os substratos
sintéticos soluveis 4-nitrofenil N-acetil-B-D-glucosaminideo, 4-nitrofenil N,N’-diacetil-p-D-
quitobiosideo e 4-nitrofenil B-D-N,N’,N”’-triacetilquitotriose. Da mesma forma, a rVuChi de
V. unguiculata, da familia GH19, ndo mostrou-se ativa contra os substratos testados
(LANDIM, 2011). J& uma endoquitinase de Salmonella enterica e as quitinases CV2935,
CV3316 e CV2736 de C. violaceum, pertencentes a familia GH18, conseguiram hidrolisar o
4-nitrofenil N,N’-diacetil-B-D-quitobiosideo e 0 4-nitrofenil B-D-N,N’,N”’-triacetilquitotriose
(LOBO, 2012; TEIXEIRA, 2011; MEDEIROS, 2012). Nestes substratos sintéticos, o p-
nitrofenol esta posicionado na extremidade redutora. Portanto, uma das possiveis explicacfes
para o resultado obtido é que o mecanismo de agdo de rCV1897ps. pode ocorrer pelo

reconhecimento do residuo de GICNAc posicionado na extremidade redutora, o que justifica a
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auséncia de atividade, uma vez que o p-nitrofenol pode ndo ser reconhecido pelo sitio
catalitico.

Em relacdo a estabilidade térmica da rCVV1897ps., a mesma mostrou-se ativa em
temperaturas de até 40 °C, quando a enzima exibiu 93,7% de sua atividade méaxima,
registrada a 30 °C. Temperaturas a partir de 50 °C foram suficientes para inativacdo
enzimaética, provavelmente por causar desnaturacdo da proteina.

Diferentes quitinases bacterianas nativas e recombinantes ja foram avaliadas
quanto a sua termoestabilidade, como a rCVV2935 de C. violaceum, produzida em E. coli e P.
pastoris, que mostrou-se ativa em temperaturas de até 60 °C. Comparando as duas proteinas
recombinantes, foi observado que a rCV2935 expressa em P. pastoris foi mais termoestavel,
retendo cerca de 50% de atividade quitinasica ap0s incubacdo a 60 °C, enquanto que a
rCVv2935 expressa em E. coli reteve apenas cerca de 28% ap0s incubacdo nessa mesma
temperatura por 30 min. Lobo (2012) atribui essa diferenga possivelmente devido a
glicosilacdo presente na enzima produzida por P. pastoris, uma vez que cadeias de
oligossacarideos influenciam em aspectos como solubilidade da proteina e estabilidade
térmica.

Wang e colaboradores (2009) avaliaram a estabilidade térmica de uma quitinase
isolada de Bacillus cereus TKUOQO6, que foi ativa de 25 °C a 55 °C. A mesma apresentou 50%
de sua atividade maxima a 60 °C e foi completamente inativada a 80 °C. Uma quitinase
recombinante de Bacillus atrophaeus SC081 (SCChi-1) apresentou atividade 6tima em 50 °C
e foi considerada termoestavel, retendo mais de 80% de sua atividade inicial entre 40 °C e 60
°C durante 1 hora (CHO et al., 2011).

Uma quitinase recombinante de Serratia proteamaculans, expressa em E. coli,
mostrou-se ativa em uma ampla faixa de temperatura (4 — 70 °C) com sua atividade maxima
em 55 °C (MEHMOOQOD et al., 2009). Da mesma forma, a quitinase rChit62 de S. marcescens
expressa em E. coli, apresentou atividade 6tima em 55 °C. As duas enzimas séo consideradas
termoestaveis, assim como as de Bacillus licheniformis (60 °C), Oerskovia xanthineolytica
(50-55 °C) e outras espécies de Serratia (BABASHPOUR et al., 2012).

Lee e colaboradores (2010), estudando uma endoquitinase da bactéria psicrofila S.
antarcticus expressa em P. pastoris, identificaram que a mesma apresentou temperatura étima
de atividade em 37°C. A proteina recombinante apresentou 63% de sua atividade maxima a
10 °C e 44% a 0 °C. A estabilidade térmica observada esta coerente para uma enzima

produzida por um organismo psicréfilo, que vive em ambientes de temperaturas baixas.
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O efeito do pH sobre a atividade enzimética da rCV1897ps. foi analisado em mais
um ensaio de caracterizacdo da proteina recombinante. A mesma apresentou-se ativa na faixa
de pH de 3,0 a 9,0, com atividade 6tima observada em pH 5,0. A rCV1897ps. manteve 83%
de sua atividade maxima em pH 6,0 e 54% em pH 7,0.

Muitos trabalhos na literatura relatam que as quitinases bacterianas sdo funcionais
em amplas faixas de pH (4,0-8,0), com atividade 6tima em pH 4.0 para Aeromonas sp. 10S-24
(UEDA et al., 1995), pH 5,0 para Bacillus cereus TKU006 (WANG et al., 2009), pH 5.5 para
Bacillus sp. WY22 (WOO; PARK, 2003) e S. proteamaculans (MEHMOOQOD et al., 2009) e
pH 6,0 para Enterobacter sp.G-1 (PARK et al., 1997).

Ao contrério do relatado para a maioria das quitinases bacterianas, a rC\V2935 de
C. violaceum produzida em E. coli e P. pastoris apresentou atividade maxima em pH 3,0. Ja a
rCVv3316, mostrou-se ativa no intervalo de pH de 5,0 a 9,0, com atividade 6tima em pH 5,0
(TEIXEIRA, 2011).

Uma quitinase isolada de B. cereus TKUOO6 apresentou-se ativa no intervalo de
pH de 3,0 a 11,0 e um pH étimo de 5 (WANG et al., 2009). Duas quitinases de Bacillus
pumilus SG2 expressas em E. coli M15, apresentaram atividade quitinasica no intervalo de
pH de 4,5 a 6,5 e 0 pH 6timo das enzimas recombinantes foi de 6 e 6,5, respectivamente
(GHASEMI et al., 2011).

Mehmood e colaboradores (2009) produziram uma quitinase de S.
proteamaculans em E. coli, que mostrou-se ativa em uma ampla faixa de pH (4,5 — 9,0) e
atividade otima em pH 5,5. A quitinase rChit62 de S. marcescens apresentou resultados
semelhantes, mostando-se ativa no intervalo de pH de 5,0 a 8,0 e atividade maxima em pH 6,0
(BABASHPOUR et al., 2012).

A espectroscopia de dicroismo circular (CD) é bastante usada para acompanhar a
estabilidade da proteina quando submetida a condi¢6es desnaturantes. Quando estas condicdes
aumentam, a estabilidade da proteina reduz e ela se desenovela (RAMOS; FERREIRA, 2005).
A técnica de CD é conveniente para acompanhar a desnaturacéo porque o espectro da proteina
enovelada e a conformacdo aleatdria sdo bem diferentes.

A desnaturacdo de rCV1897ps. foi observada em temperaturas a partir de 50 °C,
quando a proteina foi incubada, por 20 minutos, em temperaturas variando de 10 a 90 °C com
intervalos de 10 °C. O resultado obtido esta de acordo com o efeito da temperatura analisado
por meio da atividade enzimatica de rCV1897ps., onde o tratamento com temperaturas a partir

de 50 °C por 30 minutos levaram a auséncia de atividade quitinasica. Pelos graficos de
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desnaturacao térmica, observou-se que a partir de 45 °C j& ocorre a desnaturacdo de 50% das
moléculas de rCV1897ps..

A partir dos dados obtidos por CD, foi possivel verificar que na estrutura
secundaria de rCV1897ps., produzida em P. pastoris, predominam arranjos em a-hélice
(37%), possuindo também 26% do seu contetdo de folhas-p ¢ 38% de estrutura desordenada.
O resultado obtido foi igual ao encontrado para a quitinase de V. unguiculata (rVuChi)
(LANDIM, 2011) e o conteudo de a-hélice também foi semelhante ao obtido para duas
quitinases extraidas do latex de mamédo (Carica papaya) (40% de o-hélice), todas
pertencentes a familia GH19 (HUET et al., 2006).

A espectroscopia de fluorescéncia foi usada para analisar a estrutura terciéria da
proteina em solucdo. Os resultados obtidos para a rCV1897ps.: indicaram que a mesma foi
produzida em P. pastoris em sua conformacdo nativa, uma vez que 0S espectros de
fluorescéncia obtidos apds excitagdo a 280 nm e a 295 nm apresentaram um maximo de
emissdo em 330 nm. Estes espectros, relacionados a excitagdo dos residuos de triptofano (285
a 305 nm), sdo um indicativo de que rCV1897ps. esta na conformacdo enovelada, pelo
méaximo apresentado (330 nm), mostrando que os 16 residuos de triptofano estdo
interiorizados ou parcialmente expostos na superficie da proteina, ndo estando completamente
expostos a solucdo aquosa.

ApoOs 0s ensaios de caracterizacdo bioquimica e estrutural de CV1897, a
capacidade antifingica da mesma foi avaliada em diferentes ensaios. Como as quitinases sdo
enzimas capazes de hidrolisar quitina, um biopolimero insoltvel presente na parede celular de
fungos, as mesmas podem ser utilizadas no controle de fungos fitopatogénicos e leveduras de
importancia médica.

Doencas fungicas causam uma consideravel perda no rendimento de muitas
culturas de plantas (CEASAR; IGNACIMUTHU, 2012). Sabendo que o método mais usado
no controle de doencas vegetais causadas por fungos € o0 uso de agentes quimicos, que causam
significativa poluigdo ambiental, estudos mais aprofundados sobre 0 mecanismo de acdo das
quitinases devem ser realizados, para que estas proteinas possam ser utilizadas como
ferramentas no controle de doencas causadas por fungos em plantas.

A parede celular dos fungos é uma estrutura complexa formada por quitina,
glucanos, lipideos e peptideos incorporados em uma matriz protéica. A quitina constitui 22 a
44% da parede celular dos fungos. Vérias classes de proteinas antifingicas estdo envolvidas

na inibi¢do da sintese da parede celular dos fungos ou na ruptura da estrutura desta parede, e
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outras agem na estrutura da membrana, resultando na lise celular (SELITRENNIKOFF et al.,
2001; SHAKHBAZAU; KARTEL, 2008).

Enzimas bacterianas tais como glucanases, quitinases e quitosanases,
individualmente ou em combinacdo, hidrolisam efetivamente a parede celular de fungos
fitopatogénicos. A aplicacdo destas enzimas na parede celular de fungos €, portanto, uma
promessa para o controle eficiente de doengas de plantas como uma alternativa aos fungicidas
quimicos sintéticos (NEERAJA et al., 2010).

A quitinase rCV1897ps:, produzida em P. pastoris, foi avaliada sobre a
germinacdo de conidios e crescimento micelial de diferentes fungos fitopatogénicos. A dose
de 30 ug de proteina recombinante causou a inibigcdo de 81% do crescimento de P. herquei até
0 tempo de 24 horas e de 28% de C. lindemuthianum. A mesma nédo apresentou efeito sobre o
crescimento micelial dos demais fungos testados.

Kawase e colaboradores (2006) sugeriram que as quitinases da familia GH19, que
apresentam efeito sobre o crescimento do micélio, atacam a quitina presente nas extremidades
das hifas, uma vez que as quitinases desta familia possuem uma atividade baixa contra quitina
cristalina. A quitina recém-sintetizada, presente nas extremidades, ainda ndo esta firmemente
cristalizada, por isso pode ser utilizada como substrato por estas quitinases.

Da mesma forma, a quitinase de classe | recombinante de V. unguiculata
(rVuChi), pertencente a familia GH19, na dose de 100 pg, apresentou efeito sobre o
crescimento de P. herquei, com um retardo de aproximadamente 50% (LANDIM, 2011).
Uma quitinase de cevada, também da familia GH19, apresentou atividade antifungica in vitro,
nas doses de 100 e 300 contra seis fungos fitopatogénicos (Botrytis cinerea; Bipolaris oryzae;
Pestalotia theae; Alternaria sp.; Curcuvularia lunata e Rhizoctonia solani), dentre os 15
fungos testados (KIRUBAKARAN; SAKTHIVEL, 2007).

A quitinase rCV1897ps. foi capaz de inibir totalmente a germinacdo dos conidios
de P. herquei na dose de 30 pg até o tempo de 48 horas. Em doses menores (15; 7,5 e 3,75
ng), a inibicao foi de 68%. A rCV1897ps: (30 pg) causou inibi¢do de aproximadamente 33%
na germinacgdo dos conidios de C. lindemuthianum. Por outro lado, nenhum efeito inibitorio
foi observado sobre a germinacao de conidios dos demais fungos testados. Os maiores efeitos
da quitinase recombinante foram verificados sobre o fungo P. herquei, portanto, um ensaio de
permeabilidade da membrana foi realizado utilizando iodeto de propidio. O efeito de
rCV1897,s: (0,3 mg/mL) sobre os conidios de P. herquei foi evidenciado pela fluorescéncia
apresentada com o uso de iodeto de propidio, que facilitou a identificagdo dos conidios

mortos pela acdo desta proteina.
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Resultados semelhantes foram encontrados para a quitinase de V. unguiculata
(rVuchi), que foi capaz de inibir totalmente a germinagdo dos conidios de P. herquei na dose
de 100 ug até o tempo de 48 horas (LANDIM, 2011).

Uma quitinase de classe | recombinante de cevada, da familia GH19, foi capaz de
inibir totalmente a germinacéo de esclerddios de R. solani. Os esclerddios foram incubados
com 300 pg da quitinase recombinante por 2 dias. Os esclerodios assim tratados e,
posteriormente, transferidos para meio BDA, foram incapazes de germinar, mesmo ap0s
quatro dias do cultivo (KIRUBAKARAN; SAKTHIVEL, 2007).

O efeito antifingico de diferentes quitinases bacterianas, pertencentes a familia
GH18, também ja foram relatados. Uma quitinase recombinante de S. proteamaculans,
expressa em E. coli, inibiu a germinacdo de esporos e o crescimento das hifas dos fungos
fitopatogénicos F. oxysporum e Aspergillus niger. A enzima inibiu a germinacdo dos esporos
em 98 e 94% e o crescimento das hifas em 72 e 61%, para F. oxysporum e A.niger,
respectivamente (MEHMOOQOD et al., 2009).

Ghasemi e colaboradores (2011) relataram a clonagem e expressdao de duas
quitinases de Bacillus pumilus SG2 em Escherichia coli M15. As enzimas recombinantes
purificadas mostraram atividade antifungica contra Fusarium graminearum, Rhizoctonia
solani, Magnaporthe grisea, Sclerotinia sclerotiorum, Trichoderma reesei, Botrytis cinerea e
Bipolaris sp por meio de atividades em placas de BDA.

O efeito da quitinase rCVV1897ps. sobre o crescimento do fungo P. herquei pode
estar relacionado ao diferente contetdo de quitina presente na parede celular de cada fungo. A
atividade inibitoria das quitinases esta relacionada com a propor¢do de quitina presente na
parede celular de cada fungo. Aqueles fungos cuja proporcao de quitina na parede celular for
menor, serdo menos susceptiveis as quitinases, visto que este é o Unico substrato presente na
parede sobre o qual a enzima pode atuar. Quanto mais facilmente a quitinase interagir com
seu substrato na parede celular do fungo, maior sera a velocidade da hidrélise da quitina e,
consequentemente, maior sera a inibicdo sobre o fungo (YAN et al., 2008).

Além do efeito contra fungos fitopatogénicos, as quitinases podem ser utilizadas
no controle de leveduras de importancia médica, como Candida albicans e C. tropicalis.

Nos ultimos 30 anos, houve um aumento significativo na incidéncia de infecgcdes
fangicas invasivas (IFIs) em seres humanos. As IFIs séo caracterizadas por taxas elevadas de
morbidade e mortalidade, as quais podem ser atribuidas em parte a dificuldade de diagndstico,
prevencdo e tratamento. (BASSETTI et al., 2011; FOURNIER et al., 2011; PETRIKKQOS, et
al., 2007)
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Das espécies de Candida spp. isoladas, a C. albicans continua sendo a mais
prevalente. No entanto, nas duas Ultimas décadas, o numero de infec¢bes devido a Candida
ndo albicans tem aumentado significativamente com o aumento da prevaléncia de espécies
como C. glabrata, C. tropicalis e C. parapsilosis. (CHI et al., 2011; GAMARRA et al., 2010;
RAJESHKUMAR e SUNDARARAMAN, 2012).

O tratamento das micoses sistémicas € um dos principais problemas no campo da
micologia médica, onde essas infeccdes afetam pacientes com fatores predisponentes. Os
antifangicos disponiveis apresentam com frequéncia efeitos secundarios e colaterais, pois sua
margem terapéutica é estreita limitando assim sua utilizacdo e podem ainda induzir a
resisténcia fangica, principalmente em individuos imunocomprometidos. (RUIZ-CAMPS e
CUENCA-ESTRELLA, 2009).

Grande parte dos antifingicos ndo se pode aplicar a pratica médica devido sua
toxicidade em células humanas. S&o conhecidas centenas de moléculas com atividade
antifungica, mas somente uma dezena dessas € aplicavel ao tratamento das micoses sistémicas
(RUIZ-CAMPS e CUENCA-ESTRELLA, 2009).

Dessa forma, a avalicdo do potencial de acdo das quitinases pode ajudar para que
as mesmas possam ser utilizadas no controle de doencas causadas por fungos em humanos.
Nesse sentido, avaliou-se a atividade antifungica das quitinases recombinantes (CV1897ps. e
CV1897ps ), produzidas em P. pastoris, frente a diferentes cepas de C. tropicalis resistentes
ao fluconazol. Os antifangicos azélicos, como o fluconazol, bloqueiam etapas importantes da
biossintese do ergosterol da célula fingica, o0 mecanismo molecular é a inibicdo da enzima
citocromo p450 14-o-demetilase, essa inibicdo resulta em um aumento da permeabilidade
celular com consequente inibigdo do crescimento e reproducdo (WARRILOW et al., 2010).

A analise dos resultados permitiu observar que as associa¢des rCV1897ps: + FLC
e rCV1897ps- + FLC atuaram de forma sinérgica contra todas as cepas de C. tropicalis
resistentes ao fluconazol, com um FICI < 0,5.

Sabendo do potencial antifingico das quitinases rCV1897ps: € rCV1897ps , as
alteracbes morfologicas e os danos na membrana celular da levedura causados por estas
proteinas foram avaliados utilizando a citometria de fluxo. Com relacdo as cepas de C.
tropicalis sensiveis ao FLC, os resultados obtidos mostraram que alteracbes morfoldgicas
foram detectadas quando células dessas cepas foram expostas por 24 h a combinagéo
rCVv1897 (PS+ ou PS—) 0,5 pg/mL + FLC 8 pug/mL, como revelado por citometria de fluxo.
As modificacOes encontradas nas células das cepas sensiveis a FLC sdo compativeis com a

presenca de morte celular.
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Com relacdo as células de C. tropicalis resistentes a FLC, alteraces morfoldgicas
foram observadas nas células dessas cepas quando estas foram expostas por 24 h ao
tratamento quitinase rCVV1897 (PS+ ou PS—) 0,5 pg/mL + FLC 8 pg/mL.

Nas cepas sensiveis a FLC, a exposicdo das células a FLC 64 ug/mL ou a
combinagdo rCVv1897 (PS+ ou PS—) 0,5 ug/mL + FLC 8 pug/mL resultou em danos na
membrana das células, como revelado por meio do ensaio com iodeto de propidio. Por outro
lado, nas células de C. tropicalis resistentes a FLC, a perda da integridade da membrana foi
somente observada no co-tratamento por 24 h com rCV1897 (PS+ ou PS—) 0,5 ug/mL + FLC
8 ug/mL).

O fato das quitinases recombinantes ndo apresentarem efeitos quando testadas
isoladamente, pode esta relacionada com a composicédo da parede celular da levedura. Como o
exemplo de C. albicans, que tem a quitina como um componente menor, variando de 0,6 a
9%, enquanto os PB-glucanos sdo o principal constituinte, responsavel por 47-60% da parede
celular (CHAFFIN et al., 1998). A presenca de B-glucanos em grande quantidade na porgéo
mais externa da célula pode dificultar o acesso da enzima a quitina (NETEA et al., 2008).

Uma quitotriosidase humana recombinante, produzida em células de ovario de
hamster chinés, inibiu o crescimento dos fungos C. albicans, Cryptococcus neoformans e
Aspergillus niger (GORDON-THOMSON et al., 2009). A quitinase humana (AMCase)
recombinante, produzida em E. coli, também foi capaz de inibir o crescimento de C. albicans,
Aspergillus fumigatus e Trichophyton rubrum (CHEN; SHEN; WU, 2009). Han e
colaboradores (2009) isolaram uma quitinase de Streptomyces sp. DA11 (34 kDa) e avaliaram
seu o potencial antifingico. A enzima mostrou-se ativa ao inibir o crescimento dos fungos C.
albicans e A. niger.

O potencial antifungico de CVV1897 de C. violaceum foi confirmado em diferentes
ensaios. Estudos mais aprofundados sobre o mecanismo de acdo desta quitinase devem ser
feitos, para que esta proteina possa ser utilizada como ferramenta no controle de doencas

causadas por fungos em plantas e em humanos.
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8. CONCLUSAO

A quitinase CV1897 de Chromobacterium violaceum, pertecente a familia 19 das
glicosil-hidrolases, foi expressa em dois sistemas heterologos: Escherichia coli e Pichia
pastoris. A enzima foi produzida principalmente em corpos de inclusdo na bactéria E. coli e
foi secretada de forma sollvel na levedura P. pastoris. A mesma mostrou-se ativa contra
substratos sollveis e insollveis, além de apresentar atividade antifingica contra os fungos
fitopatogénicos: Penicillium herquei e Colletotrichum lindemuthianum e leveduras de

importancia médica.
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10. ANEXOS

Anexo A. Vetor de expressdo de Escherichia coli

"
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GGCGCTTTAA

TTATGCTGAG
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TGATATCCCC
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ACTTARAGCGA

Xhol

CGRAGATCGAT
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GATATTCGAG
CTATAAGCTC

7

6X His Tag
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1
TTTTGCTGAA AGGAGGRACT ATATCCGGAT

TATAGGCCTA
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Diagrama do vetor de expressdo pET302/NT-His com indicacdo das posi¢cdes dos sitios de
restricdo e detalhamento do sitio maltiplo de clonagem.



Anexo B. Vetor de expressdo em Pichia pastoris

Xho |t

Comments for pPICZa A
3593 nucleotides

Byl

5" AQXT promoter region: bases 1-841

5" AQXT priming site: bases 855-875

u-factor signal sequence: bases 941-1207

Multiple cloning site: bases 1208-1276

c-myc epitope: bases 1275-1304

Palyhistidine (6xHis) tag: bases 1320-1337

3" AOX1 priming site: bases 1423-1443

AQXT transeription termination region: bases 1341-1682
TEF1 promoter: bases 1683-2083

EM7 promoter: bases 2085-2162
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CYCT1 transcription termination region: bases 25638-2855
pUC origin: bases 2866-3539 (complementary strand)

5" end of AOXT mRNA

* Pst | is in VVarsion B only
Cia | ig in Version C anly

Tthe two Xho | sitas in the vector aliow
the user to elane thair gene in frame with
e KexZ cleavage site, reaulting in
axprassion of their native gene withaut
additional amina acids at the N-tarminus.

5" AQX1 priming

sile

811 JCGACTGG TTCCAAT
B71
831
983 > GCA T GCT GCT CCA GTC AAC ACT ACA ACA GAA GAT GAA ACG GCA
Ala Leu Ala Ala Pro Val Asn T Thr Thr Glu Asp Glu Thr Ala
a-factor signal sequence
1034 CCG GCT GAA GCT GTC ATC GGT TAC TCA GAT TTA
> Pro Ala Glu Ala Val Ile Gly Tyr Ser Asp Leu
1085 CCA TCC ARC AGC
Pro Phe Ser Asn Ser
a-factor priming sile
I 1
T T
1136 ATA ' GCT GCT

Kex2 =ig ni deavage Pt

L
1187 GAG ARA AGA GAG GCT GAAR G
Glu Lys Arg Glu Ala,Glu Ala
S1e13 signal cleavage

Asp?;m IK,cTn'I_)‘(mI Sa'::I ] hfafl

> Rla RAla

| EcoR1  Pmil Sfil
|

BsmB |

| 1 1
i| GRATTCAC GTGGCCCAG CCGGCCGTC TCGGA

c-myc epitope
[
‘A GAA CAR AAR CTC ATC
Glu Gln Lys Leu Ile

1243 TCGGTACCTC GAGCCGCGGEC GGCCGCCAGC
P I
1300 GAG GAT i AAT AGC GCC GTC GAC

Glu Asp Leu Asn Ser Ala Val

1352 GC

RAGACA TGACTG

C TCAG

3 AOXT priming si

CAT CAT CAT CAT

o

ite

STAAT CMGAIG GATG TCAGAATGCC

1472 TAAC CTATATAGTA

IC'L'G.FL GAGATGCAGG

AT
3 polyadenylation site
TAGGAT

TCATTT

TGA G

TCA GAA

Ser Glu

158

Diagrama do vetor de expressao pPICZaA, com indicagdo das posi¢oes dos sitios de restri¢ao

e detalhamento do sitio maltiplo de clonagem.



Anexo C. Sequéncia de nucleotideos completa da ORF CV1897

CTATTTCAGCTTGACGCCCCAGTTGTCCTCGACGCAGCGCTGGTAGTTGCCTGCCTGCAAGGCGCTGTAC
GGCGTCTGGTAGCTGACCAGCTGGCACTGGTAGTCGTGCTGCCACTGCCAGTCCTTTTCCCAGTAGATGT
TGTAGGCGGCGGAGCTGGCCGAGGTGAAGCGCTGCATATTGGCGCAGGACAGCTGCTCGCCGCCGTAGTC
CCAGCCCAGGTCATGGGCGAACTGCTTGTAGTAGTCGATGCGGTTTTGCGCCGCCTGGCGCTCGGTGCCG
CCGCCGCATTCGCCGTTGATGATCTGGATGGTGGTGGCGAAGTTGTTGCCGGCGCCGGCCGCCTTGTCCG
CGGCGTTGGGCACCCAGGTGCCATCAATCACATGCAGCATGGATGGCTTGGGCGGCTGCGGATAGACGAA
GAAGAAGGTGGCGGAGGCGAGGTTGAGCCAGGTGCTGGCCACCAGGTCCGGGTTTTGCAGCAGCACCGAC
TGGTCGCCGTTGTTCATCGCCTGCGAGAACGGACCGTAGTTGTAGTTGTACGACAGCTGCTTGGCGCCGC
GGCCGTAGTATTTCTTCCAGCTGCCGTCGGGGTTCTTGCCGCAGGTCCATACCTTGTTGAACACCGGATC
GTTGCACTCGGTGTTGTAACCGCAGGCGCTGCCGCTGTCGGCGCAGCCCATCTCGCGCAGGTAGGCCAGG
CCCTGCCGCCATTGCGGCACGGTGTCGCTGGCGTCGTGGTTGCCGGTTTCCTGGCCGAAGTGGGCGAACA
TGGTGGCGAGGCTATGGCGGCAGATGGCATCGGCGTCGCGGCCGTCGCCGTAGTCGTCGCAGACGCCGGG
GAATTTGGCCACCGCCTGCAGGAAGCGGGTGTAGGTGTAGCTGGCGTCGCGGCGGCTGAAGTAATAGTCC
CATTTGGCCGACGGCAGCAGCCGCTCGACGCGGCGCACGTTGACCGGATTGGCGGCGCGGCCCGGGGCCA
CCTGTTCCACCTGCTCGTTGGACAGCGTGCGGATGGAAGCCTTCACCTTGCGGAAGAAGTCGTTGTTGGT
CAGCTCGGCCTCGTGCTGCAAGGCCTGTTGCAGCGTCGGGACCGGGGGCGCGGCGTCATCCAGCTTGCGC
ATGGCGCCATCGACATGGGCGATCCAGGAGCCCTTGGGATTGGCTCCCGGCGTTTCGCCGCGGGTGGGCC
ACTTGGCTTGCCAGTCGCGGCCCTGCCACTGCACTGTCTGGCCCTTCTGATAGATGGCGCGGGCTTGCCA
TGGCGCGGCCAGGGCGGGGAGCGGCAACAGGGACAGGATGATGAAGGCTGACAGTTTCAT
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Anexo D. Sequéncia de nucleotideos, sem a regido codificadora do putativo peptideo
sinal, da ORF CV1897

CTGCAAGGCGCTGTACGGCGTCTGGTAGCTGACCAGCTGGCACTGGTAGTCGTGCTGCCACTGCCAGTCC
TTTTCCCAGTAGATGTTGTAGGCGGCGGAGCTGGCCGAGGTGAAGCGCTGCATATTGGCGCAGGACAGCT
GCTCGCCGCCGTAGTCCCAGCCCAGGTCATGGGCGAACTGCTTGTAGTAGTCGATGCGGTTTTGCGCCGC
CTGGCGCTCGGTGCCGCCGCCGCATTCGCCGTTGATGATCTGGATGGTGGTGGCGAAGTTGTTGCCGGCG
CCGGCCGCCTTGTCCGCGGCGTTGGGCACCCAGGTGCCATCAATCACATGCAGCATGGATGGCTTGGGCG
GCTGCGGATAGACGAAGAAGAAGGTGGCGGAGGCGAGGTTGAGCCAGGTGCTGGCCACCAGGTCCGGGTT
TTGCAGCAGCACCGACTGGTCGCCGTTGTTCATCGCCTGCGAGAACGGACCGTAGTTGTAGTTGTACGAC
AGCTGCTTGGCGCCGCGGCCGTAGTATTTCTTCCAGCTGCCGTCGGGGTTCTTGCCGCAGGTCCATACCT
TGTTGAACACCGGATCGTTGCACTCGGTGTTGTAACCGCAGGCGCTGCCGCTGTCGGCGCAGCCCATCTC
GCGCAGGTAGGCCAGGCCCTGCCGCCATTGCGGCACGGTGTCGCTGGCGTCGTGGTTGCCGGTTTCCTGG
CCGAAGTGGGCGAACATGGTGGCGAGGCTATGGCGGCAGATGGCATCGGCGTCGCGGCCGTCGCCGTAGT
CGTCGCAGACGCCGGGGAATTTGGCCACCGCCTGCAGGAAGCGGGTGTAGGTGTAGCTGGCGTCGCGGCG
GCTGAAGTAATAGTCCCATTTGGCCGACGGCAGCAGCCGCTCGACGCGGCGCACGTTGACCGGATTGGCG
GCGCGGCCCGGGGCCACCTGTTCCACCTGCTCGTTGGACAGCGTGCGGATGGAAGCCTTCACCTTGCGGA
AGAAGTCGTTGTTGGTCAGCTCGGCCTCGTGCTGCAAGGCCTGTTGCAGCGTCGGGACCGGGGGCGCGGL
GTCATCCAGCTTGCGCATGGCGCCATCGACATGGGCGATCCAGGAGCCCTTGGGATTGGCTCCCGGCGTT
TCGCCGCGGGTGGGCCACTTGGCTTGCCAGTCGCGGCCCTGCCACTGCACTGTCTGGCCCTTCTGATAGA
TGGCGCGGGCTTGCCATGGCGCGGCCAGGGCGGGGAGCGGCAACAGGGACAGGATGATGAAGGCTGACAG
TTTCAT
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Anexo E. Composic¢éo dos meios de cultura utilizados nos experimentos

1. 2xYT:
triptona 1,6%
extrato de levedura 1%
NaCl 0,5%
pH 7,0

2. GYT:
glicerol 10%
extrato de levedura 0,125%
triptona 0,25%
pH 7,0

3. SOC:
triptona 2%
extrato de levedura 0,5%
NaCl 10 mM
KCI 2,5 mM
MgCl, 10 mM
glucose 20 mM
pH 7,0

4. LB
triptona 1%
NaCl 1%
extrato de levedura 0,5%
pH 7,0

5. LB éagar
triptona 1%
NaCl 1%
extrato de levedura 0,5%
agar 1,6%
pH 7,0

6. LB low salt agar:
triptona 1%
NaCl 0,5%
extrato de levedura 0,5%
agar 2%
pH 7,0



7.

10.

YPD:

extrato de levedura 1%
peptona 2%

glucose 2%

YPDS-agar:

extrato de levedura 1%
peptona 2%

sorbitol 18,2%
glucose 2%

agar 2%

BMGY:

extrato de levedura 1%
peptona 2%

YNB 1,34%

glicerol 1%

biotina 0,00004%

BMMY:

extrato de levedura 1%
peptona 2%

YNB 1,34%

metanol 0,5%

biotina 0,00004%
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Anexo F. Preparacdo de células eletrocompetentes de Escherichia coli

Células eletrocompetentes foram preparadas de acordo com o protocolo fornecido
pelo prof. Dr. Jesus Aparecido Ferro — UNESP/Jaboticabal. Uma col6nia de E. coli foi
inoculada em 10 mL de meio 2xYT contendo estreptomicina 30 pg/mL e incubada & 37°C por
16 h sob agitacdo orbital constante de 180 rpm. Da cultura obtida, uma aliquota de 5 mL foi
inoculada em 500 mL de meio 2xYT estéril, e novamente incubada nas condigdes
anteriormente descritas, até que a densidade 6tica a 600 nm (DOgo) da mesma atingisse um
valor entre 0,4 - 0,6. A cultura foi mantida em banho de gelo por 30 min e posteriormente
centrifugada a 3.200 g, 4°C, por 15 min em uma centrifuga de bancada Eppendorf 5810R. As
células foram lavadas duas vezes com glicerol 10% gelado e estéril e entdo ressuspendidas em
meio GYT. Aliquotas de 50 pL foram distribuidas em microtubos estéreis que foram

armazenados a —80°C para uso posterior.

Anexo G. Preparacéo de células eletrocompetentes de Pichia pastoris

Uma aliquota de uma cultura-estoque de Pichia pastoris mantida a —80 °C, foi
inocula em meio YPD agar e incubada a 30 °C por 4-5 dias. Um coldnia isolada foi entdo
selecionada e inoculada em 5 mL de meio YPD e a mesma incubada a 30 °C com agitacdo
orbital (180 rpm) por 18 h. Uma aliquota (0,5 mL) da cultura obtida foi transferida para 50
mL de meio YPD fresco, e incubada a 30 °C, 200 rpm, até que uma DOggo de 1,3 — 1,5 fosse
atingida. Nesse instante, a cultura foi centrifugada a 2.000 x g, por 5 min, a 4 °C, o meio de
cultura foi descartado e as células foram ressuspendidas em 12 mL de meio YPD com HEPES
(10 mL de YPD, 2 mL de tampdo HEPES 1 M, pH 8,0, DTT 0,02 M). As células foram
lavadas duas vezes com agua milliQ estéril e uma vez com sorbitol 1 M gelado. As células
foram coletadas por centrifugacdo (2.000 x g, por 5 min, a 4 °C) e o pélete ressuspendido em
1 mL de sorbitol 1 M gelado. Aliquotas de 80 pL dessa suspensdo foram armazenadas a —80

°C para uso posterior.
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Anexo H. Extracdo de DNA gendmico de P. pastoris

A extracdo de DNA gendémico foi realizada de acordo com o protocolo de Warner
(1996). Uma colénia isolada foi inoculada em 5 mL de meio YPD, contendo zeocina 500
pug/mL, e incubada a 30 °C, por 16 h, a 200 rpm. Desta cultura, uma aliquota de 1,5 mL foi
transferida para microtubo e centrifugada a 12.000 x g, por 3 min, a 25 °C. O meio de cultura
foi descartado e as células lavadas com 800 puL de agua ultrapura estéril. As células foram
novamente coletadas por centrifugacdo a 13.000 x g, por 3 min, a 25 °C, e resuspensas em
600 pL de tampao CTAB 2x (Tris-HCI 100 mM pH 8; CTAB 2%; EDTA 20 mM; NaCl 1,4
M), contendo B-mercaptoetanol 0,2% (v/v), pré-aquecido a 60 °C. A suspensdo foi incubada a
60 °C por aproximadamente 16 h. Apds essa etapa, um volume de cloroférmio:alcool
isoamilico (24:1, v/v) foi adicionado e o material foi centrifugado por 30 min a 13.000 x ¢, a
25 °C. A fase aquosa (superior) foi recuperada e transferida para um novo microtubo, ao qual
foram adicionados 2/3 do volume de isopropanol 100%, para precipitacdo dos acidos
nucléicos. O material foi incubado a 4 °C por 1 h e, em seguida, centrifugado por 5 min a
13.000 x g, a 25 °C. O precipitado foi lavado com etanol 70% e coletado novamente por
centrifugacdo nas mesmas condi¢Bes. O sobrenadante foi descartado e, ap6s evaporagdo do
etanol, o precipitado foi ressuspenso em 50 pl de agua ultrapura estéril contendo RNAse A
(20 pg/mL).
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Anexo |. Peptideos da proteina rCV1897ps. de Chromobacterium violaceum identificados

por Espectrometria de massa

N° | Precursor z Peptide MH+ Sequence Modifications
MH+ (Da) MH+ (Da) | Error
(Da)
1 370,2061 | 1,0 370,2085 | -0,0024 | (R)QGLA(Y)
2 386,1988 | 1,0 386,2034 | -0,0046 | (K)GQTV(Q)
3 402,231 | 1,0 402,2347 | -0,0037 | (L)PSAK(W)
4 409,2151 | 1,0 409,2194 | -0,0043 | (Y)FSR(R)
5 437,1667 | 1,0 437,1667 | 0,0 (R)DASY(T)
6 438,2293 | 1,0 438,2347 | -0,0054 | (1)YQK(G)
7| 439,2246 | 1,0 439,23 | -0,0054 | (T)YTR(F)
8 444,2208 | 1,0 444,2241 | -0,0033 | (K)GSWI(A)
9| 4651724 |1,0 465,1769 | -0,0045 | (K)WDY(Y)
10 | 465,2114 | 1,0 465,2126 | -0,0012 | (W)TCGK(N) Carbamidomethyl C (2)
11| 477,2443 | 1,0 477,2456 | -0,0013 | (D)GSWK(K)
12 486,216 | 1,0 486,2195 | -0,0035 | (R)DADAI(C)
13| 487,2951 | 1,0 487,2987 | -0,0036 | (P)VNVR(R)
14| 5153128 | 1,0 515,3188 | -0,0060 | (L)LPSAK(W)
15| 532,2823 | 1,0 532,2878 | -0,0055 | (D)WQAK(W)
16 | 538,2136 | 1,0 538,2144 | -8,0E-4 | (R)DASYT(Y)
17 540,2722 | 1,18 540,2776 | -0,0054 | (Y)TYTR(F)
18 | 5492414 | 1,0 549,245 | -0,0036 | (V)DGAMR(K)
19| 559,2935 | 1,53 559,2947 | -0,0012 | (Q)AAQNR(I)
20| 565,2413 | 1,0 565,2399 | 0,0014 | (V)DGAMR(K) Oxidation M (4)
21| 567,2936 | 1,0 567,2885 | 0,0051 | (R)AANPVN(V)
22| 572,2799 | 1,0 572,2827 | -0,0028 | (Y)YFSR(R)
23| 583,3148 | 1,37 583,3198 | -0,0050 | (T)PGANPK(G)
24 586,3032 | 1,41 586,3096 | -0,0064 | (V)PQWR(Q)
25 622,353 | 1,0 622,3559 | -0,0029 | (R)AIYQK(G)
26 628,3987 | 1,49 628,4028 | -0,0041 | (R)LLPSAK(W)
27 635,3801 | 1,47 635,3875 | -0,0074 | (G)LAYLR(E)
28 647,3091 | 1,56 647,3148 | -0,0057 | (R)DWQAK(W)
29 664,3017 | 1,46 664,3083 | -0,0066 | (H)VDGAMR(K) Oxidation M (5)
30 674,3315 | 1,0 674,3369 | -0,0054 | (V)QWQGR(D)
31 683,337 | 2,0 683,3399 | -0,0029 | (R)IDYYK(Q)
32 687,3166 | 1,0 687,3533 | -0,0367 | (R)QAAQNR(I)
33 694,3103 | 1,56 694,3155 | -0,0052 | (R)RDASYT(Y)
34 701,3434 | 1,64 701,3505 | -0,0071 | (R)IDYYK(Q)
35 735,3375 | 1,04 735,3461 | -0,0086 | (D)YYFSR(R)
36 750,3542 | 1,8 750,3604 | -0,0062 | (K)VWTCGK(N) Carbamidomethyl C (4)
37 773,4025 | 1,0 773,4053 | -0,0028 | (T)VQWQGR(D)
38 776,4364 | 1,91 776,4665 | -0,0301 | (R)FLQAVAK(F)
39 785,364 | 1,86 785,3723 | -0,0083 | (A)HVDGAMR(K)
40 786,3415 | 2,0 786,3417 | -2,0E-4 | (K)NPDGSWK(K)
41 803,3626 | 1,74 803,3682 | -0,0056 | (K)NPDGSWK(K)
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42 820,3593 | 1,7 820,3618 | -0,0025 | (R)DADAICR(H) Carbamidomethyl C (6)
43 820,4651 | 1,0 820,4676 | -0,0025 | (R)QGLAYLR(E)
44 828,3953 | 1,0 828,3999 | -0,0046 | (K)GQTVQWQ(G)
45 840,4653 | 1,0 840,4686 | -0,0033 | (R)AANPVNVR(R)
46 850,3706 | 1,0 850,373 | -0,0024 | (W)DYYFSR(R)
47 852,4133 | 2,0 852,421 | -0,0077 | (R)GETPGANPK(G)
48 870,4277 | 2,0 870,4316 | -0,0039 | (R)GETPGANPK(G)
49 885,4066 | 1,0 885,4213 | -0,0147 | (K)GQTVQWQG(R)
50 931,4577 | 2,0 931,4632 | -0,0055 | (K)NPDGSWKK(Y)
51 958,4229 | 2,0 958,4265 | -0,0036 | (R)DASYTYTR(F)
52 960,4015 | 1,0 960,388 | 0,0135 (R)CVEDNWGV(K) Carbamidomethyl C (1)
53 969,4873 | 2,0 969,4935 | -0,0062 | (W)IAHVDGAMR(K)
54 976,4343 | 1,91 976,4371 | -0,0028 | (R)DASYTYTR(F)
55 1036,4434 | 1,79 1036,4523 | -0,0090 | (K)WDYYFSR(R)
56 1059,5195 | 1,93 1059,533 | -0,0135 | (K)GQTVQWQGR(D)
57 1088,4753 | 2,0 1088,483 | -0,0077 | (R)CVEDNWGVK(L) Carbamidomethyl C (1)
58 1106,4869 | 1,95 1106,4937 | -0,0067 | (R)CVEDNWGVK(L) Carbamidomethyl C (1)
59 1114,5194 | 3,0 1114,5276 | -0,0082 | (R)RDASYTYTR(F)
60 1122,498 | 2,0 1122,4885 | 0,0096 (T)ECNDPVFNK(V) Carbamidomethyl C (2)
61 1132,5328 | 1,98 | 1132,5382 | -0,0054 | (R)RDASYTYTR(F)
62 1155,5684 | 2,33 | 1155,5728 | -0,0045 | (S)WIAHVDGAMR(K)
63 1242,597 | 2,72 1242,6049 | -0,0078 | (G)SWIAHVDGAMR(K)
64 | 1258,5927 | 2,79 | 1258,5997 | -0,0071 | (G)SWIAHVDGAMR(K) Oxidation M (10)
65 | 1297,6012 | 3,0 1297,6106 | -0,0094 | (K)GSWIAHVDGAMR(K) Oxidation M (11)
66 1299,628 | 2,45 | 1299,6263 | 0,0017 | (K)GSWIAHVDGAMR(K)
67 | 1315,6239 (2,46 | 13156212 | 0,0027 | (K)GSWIAHVDGAMR(K) Oxidation M (11)
68 | 1327,5717 | 2,74 | 1327,5787 | -0,0071 | (L)NSAVDHHHHHH(-)
69 | 1357,5319| 1,94 | 1357,5479 | -0,016 | (K)FPGVCDDYGDGR(D) Carbamidomethyl C (5)
70 | 1410,7056 | 2,87 | 1410,7124 | -0,0068 | (K)\WPTRGETPGANPK(G)
71 1527,754 | 2,0 1527,7762 | -0,0222 | (R)TLSNEQVEQVAPGR(A)
72 | 1645,8542 | 2,0 1645,8373 | 0,0169 | (R)LLPSAKWDYYFSR(R)
73 | 1737,8077 | 1,99 | 1737,8119 | -0,0041 | (R)FTSASSAAYNIYWEK(D)
74 | 1813,8002 | 2,92 | 1813,7749 | 0,0253 | (S)EEDLNSAVDHHHHHH(-)
75 (R)FLQAVAKFPGVCDDYGDGR
2114,999 | 2,83 | 2114,9963 | 0,0026 | (D) Carbamidomethyl C (12)
76 | 2126,9612 | 3,85 2126,975 | -0,0138 | (K)LISEEDLNSAVDHHHHHH(-)
77 (K)FPGVCDDYGDGRDADAICR | Carbamidomethyl C (5),
2158,891 | 2,89 2158,8918 | -8,0E-4 | (H) Carbamidomethyl C (18)
78 (R)HSLATMFAHFGQETGNHD
2254,9722 | 3,0 2254,957 | 0,0151 ASD(T)
79 (R)HSLATMFAHFGQETGNHD
2356,0244 | 3,0 2356,0046 | 0,0198 ASDT(V)
80 (R)HSLATMFAHFGQETGNHD
2455,069 | 3,63 2455,073 | -0,0041 | ASDTV(P)
81 (R)HSLATMFAHFGQETGNHD
2471,0627 | 3,66 2471,068 | -0,0052 | ASDTV(P) Oxidation M (6)
82 (K)AAGAGNNFATTIQIINGECG
2479,162 | 2,41 2479,163 | -0,0011 | GGTER(Q) Carbamidomethyl C (19)
83 (K)QFAHDLGWDYGGEQLSCA
2583,123 | 2,76 2583,114 | 0,0091 NMQR(F) Carbamidomethyl C (17)
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84 (K)QFAHDLGWDYGGEQLSCA | Carbamidomethyl C (17),
2599,1206 | 2,8 2599,109 | 0,0118 NMQR(F) Oxidation M (20)
85 Carbamidomethyl C (4),
(R)JEMGCADSGSACGYNTECN | Carbamidomethyl C (11),
2683,0217 | 2,23 2683,0166 | 0,0053 DPVFNK(V) Carbamidomethyl C (17)
86 Oxidation M (2),
Carbamidomethyl C (4),
(R)JEMGCADSGSACGYNTECN | Carbamidomethyl C (11),
2699,0237 | 2,38 | 2699,0115 | 0,0122 | DPVFNK(V) Carbamidomethyl C (17)
87 (R)KLDDAAPPVPTLQQALQHE
2957,4314 | 3,0 2957,4639 | -0,0325 | AELTNNDF(F)
88 (R)HSLATMFAHFGQETGNHD
3040,3818 | 2,92 3040,3755 | 0,0064 ASDTVPQWR(Q)
89 (R)HSLATMFAHFGQETGNHD
3056,379 | 3,88 3056,3704 | 0,0085 ASDTVPQWR(Q) Oxidation M (6)
90 (K)AAGAGNNFATTIQIINGECG
3147,4824 | 3,0 3147,4985 | -0,016 GGTERQAAQNR(I) Carbamidomethyl C (19)
91 (K)LDDAAPPVPTLQQALQHEA
3150,5735 | 2,95 3150,549 | 0,0245 ELTNNDFFR(K)
92 (R)KLDDAAPPVPTLQQALQHE
3278,656 | 4,0 3278,644 | 0,0119 AELTNNDFFR(K)
93 (K)LDDAAPPVPTLQQALQHEA
3278,6597 | 5,0 3278,644 | 0,0157 ELTNNDFFRK(V)
94 Oxidation M (2),
Carbamidomethyl C (4),
Carbamidomethyl C (11),
(R)JEMGCADSGSACGYNTECN | Carbamidomethyl C (17),
3430,382 | 3,53 3430,354 | 0,0281 DPVFNKVWTCGK(N) Carbamidomethyl C (28)
95 (K)DwWQwaQHDYQCQLVSYQT
3633,6482 | 2,96 3633,624 | 0,024 PYSALQAGNYQR(C) Carbamidomethyl C (10)
96 (R)DADAICRHSLATMFAHFGQ
3841,6838 | 4,53 3841,7195 | -0,0355 | ETGNHDASDTVPQWR(Q) Carbamidomethyl C (6)
97 (R)FTSASSAAYNIYWEKDWQ
WQHDYQCQLVSYQTPYSALQ
5352,4263 | 3,95 5352,418 | 0,0082 AGNYQR(C) Carbamidomethyl C (25)
98 Carbamidomethyl C (4),
1737,8048 | 2,0 1737,7902 | 0,0146 (K)VWTCGKNPDGSWK(K) O-GlcNac ST (11)
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Anexo J. Peptideos da proteina rCV1897ps. de Chromobacterium violaceum identificados

por Espectrometria de massa

N° | Precursor z Peptide MH+ Sequence Modifications
MH+ (Da) MH+ (Da) | Error
(Da)
1 Carbamidomethyl C (4),
(R)JEMGCADSGSACGYNTECN | Carbamidomethyl C (11),
2683,018 | 2,41 | 2683,0166 | 0,0015 | DPVFNK(V) Carbamidomethyl C (17)
2 (R)JHSLATMFAHFGQETGNHD
3040,3862 | 2,95 | 3040,3755 | 0,0107 ASDTVPQWR(Q)
3 (K)DwQwaQHDYQCQLVSYQT
3633,6448 | 3,06 | 3633,624 0,0207 PYSALQAGNYQR(C) Carbamidomethyl C (10)
4 (K)FPGVCDDYGDGRDADAICR | Carbamidomethyl C (5),
2158,91 2,89 | 2158,8918 | 0,018 (H) Carbamidomethyl C (18)
511059,5333 | 1,94 | 1059,533 3,0E-4 (K)GQTVQWQGR(D)
6 Oxidation M (2),
Carbamidomethyl C (4),
(R)JEMGCADSGSACGYNTECN | Carbamidomethyl C (11),
2699,0254 | 2,6 2699,0115 | 0,0139 DPVFNK(V) Carbamidomethyl C (17)
7 | 1132,5367 | 2,05 | 1132,5382 |-0,0014 | (R)RDASYTYTR(F)
8 (R)KLDDAAPPVPTLQQALQHE
3278,611 4,0 3278,644 -0,0329 | AELTNNDFFR(K)
9 | 1410,7155 | 2,77 | 1410,7124 | 0,0030 (KY\WPTRGETPGANPK(G)
10 | 1106,4966 | 1,96 | 1106,4937 | 0,0030 (R)CVEDNWGVK(L) Carbamidomethyl C (1)
11 | 1315,622 2,3 1315,6212 | 7,0E-4 (K)YGSWIAHVDGAMR(K) Oxidation M (11)
12 | 840,4679 1,86 | 840,4686 | -7,0E-4 | (R)AANPVNVR(R)
13 | 976,4393 1,75 | 976,4371 0,0022 | (R)DASYTYTR(F)
14 | 1299,634 2,44 | 1299,6263 | 0,0077 (K)YGSWIAHVDGAMR(K)
15 | 1036,4531 | 1,89 | 1036,4523 | 8,0E-4 | (K)WDYYFSR(R)
16 (K)QLSYNYNYGPFSQAMNNG
DQSVLLOQNPDLVASTWLNLAS
ATFFFVYPQPPKPSMLHVIDGT
7687,6084 | 4,94 | 7687,7407 |-0,132 | WVPNAADK(A)
17 (R)HSLATMFAHFGQETGNHD
3056,346 4,04 | 3056,3704 | -0,0244 | ASDTVPQWR(Q) Oxidation M (6)
18 | 701,352 1,38 | 701,3505 0,0015 (R)IDYYK(Q)
19
750,363 1,62 | 750,3604 0,0026 (K)VWTCGK(N) Carbamidomethyl C (4)
20 | 931,4621 2,0 931,4632 -0,0011 | (KYNPDGSWKK(Y)
21 | 628,4042 1,34 | 628,4028 0,0014 (R)LLPSAK(W)
22 | 820,4666 1,76 | 820,4676 -0,0010 | (R)QGLAYLR(E)
23 (K)QFAHDLGWDYGGEQLSCA | Carbamidomethyl C (17),
2599,1174 | 2,92 | 2599,109 0,0085 NMQR(F) Oxidation M (20)
24 O-GlcNac ST (5),
(R)HSLATMFAHFGQETGNHD | O-GlcNac ST (14),
3649,641 3,16 | 3649,6138 | 0,0273 ASDTVPQWR(Q) 0O-GlcNac ST (20)
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25| 1737,8265 | 2,0 1737,8119 | 0,0146 (R)FTSASSAAYNIYWEK(D)
26 Carbamidomethyl C (4),
Carbamidomethyl C (11),
(R)JEMGCADSGSACGYNTECN | Carbamidomethyl C (17),
3414,3772 | 2,96 | 3414,359 0,0183 DPVFNKVWTCGK(N) Carbamidomethyl C (28)
27 (K)QFAHDLGWDYGGEQLSCA
2583,126 3,0 2583,114 0,0119 NMQR(F) Carbamidomethyl C (17)
28 | 1534,7137 | 2,81 | 1534,7108 | 0,0030 (K)VWTCGKNPDGSWK(K) Carbamidomethyl C (4)
29 | 1357,5458 | 1,0 1357,5479 | -0,0020 | (K)FPGVCDDYGDGR(D) Carbamidomethyl C (5)
30 | 3084,3918 | 4,47 1687,83 0,0127 (K)GQTVQWQGRDWQAK(W) | O-Glycosylation (3)
31 (R)FTSASSAAYNIYWEKDWQ
WQHDYQCQLVSYQTPYSALQ
5352,433 5,0 5352,418 0,0149 AGNYQR(C) Carbamidomethyl C (25)
32 (K)LDDAAPPVPTLQQALQHEA
3150,524 2,0 3150,549 -0,0252 | ELTNNDFFR(K)
33 (K)AAGAGNNFATTIQIINGECG
2479,1602 | 2,0 2479,163 -0,0030 | GGTER(Q) Carbamidomethyl C (19)
34 (R)FLQAVAKFPGVCDDYGDGR
2115,0068 | 2,88 | 2114,9963 | 0,0104 (D) Carbamidomethyl C (12)
35 (K)LDDAAPPVPTLQQALQHEA
3278,6562 | 3,0 3278,644 0,0122 ELTNNDFFRK(V)
36 | 1527,7775 | 3,0 1527,7762 | 0,0013 (R)TLSNEQVEQVAPGR(A)
37 Carbamidomethyl C (4),
2598,129 2,91 | 1534,7108 | 0,0112 (K)VWTCGKNPDGSWK(K) O-Glycosylation (3)
38 | 3047,0369 | 4,0 803,3682 -0,0039 | (KYNPDGSWHK(K) O-Glycosylation (5)
39 | 514,2629 1,0 514,262 9,0E-4 (K)cQTrvQ(w)
40 | 828,4004 1,0 828,3999 5,0E-4 (K)GQTVQwQ(G)
41 | 885,4246 1,0 885,4213 0,0033 (K)GQTVQWQG(R)
42 | 1041,5184 | 2,0 1041,5225 | -0,0041 | (K)GQTVQWAQGR(D)
43 | 1002,5067 | 2,0 1002,5116 | -0,0049 | (G)QTVQWAQGR(D)
44
874,454 1,25 | 874,453 0,0010 | (Q)TVQWQGR(D)
45 | 773,4061 1,0 773,4053 8,0E-4 (T)VQWQGR(D)
46 | 674,3396 1,01 | 674,3369 0,0027 (V)QWQGR(D)
47 | 360,2005 1,0 360,199 0,0015 (W)QGR(D)
48 | 828,4007 1,73 | 828,3999 8,0E-4 (K)WPTRGET(P)
49 | 1393,6901 | 3,0 1393,6859 | 0,0042 (K)WPTRGETPGANPK(G)
50 | 1224,6357 | 2,04 | 1224,633 0,0026 (W)PTRGETPGANPK(G)
51 |1127,5795 |[2,0 | 1127,5804 |-9,0E-4 | (P)TRGETPGANPK(G)
52 |444,2278 | 1,0 |444,2241 |0,0037 | (K)GSWI(A)
53 |1281,6161 |[3,0 | 1281,6157 |4,0E-4 | (K)GSWIAHVDGAMR(K)
54 | 1297,6104 | 3,0 1297,6106 | -3,0E-4 | (K)GSWIAHVDGAMR(K) Oxidation M (11)
55 | 1242,6074 | 2,71 | 1242,6049 | 0,0026 (G)SWIAHVDGAMR(K)
56 | 1258,5999 | 2,75 | 1258,5997 | 1,0E-4 (G)SWIAHVDGAMR(K) Oxidation M (10)
57 | 1155,5747 | 2,18 | 1155,5728 | 0,0019 (S)WIAHVDGAMR(K)
58 | 1171,573 2,24 | 1171,5677 | 0,0053 (S)WIAHVDGAMR(K) Oxidation M (9)
59 |969,4921 2,0 969,4935 -0,0014 | (W)IAHVDGAMR(K)
60 | 985,4884 2,0 985,4884 0,0 (W)IAHVDGAMR(K) Oxidation M (8)
61 | 872,4063 1,98 | 872,4043 0,0020 (NAHVDGAMR(K) Oxidation M (7)
62 | 801,3672 1,88 | 801,3672 0,0 (A)HVDGAMR(K) Oxidation M (6)
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63 |6483141 |10 6483134 |7,0e44 | (H)VDGAMR(K)
64 |664,3073 | 1,0 |664,3083 |-0,0010 | (H)VDGAMR(K) Oxidation M (5)
65 |549,2464 | 1,0 | 549,245 0,0014 | (V)DGAMR(K)
66
565,245 1,0 |5652399 |0,0051 | (V)DGAMR(K) Oxidation M (4)
67 |450,2125 [1,0 |450,2129 |-4,0e-4 | (D)GAMR(K) Oxidation M (3)
68 |913,4218 |1,3 |913,4163 |0,0055 | (L)TNNDFFR(K)
69 |812,3671 | 1,0 812,368 |-0,0015 | (T)NNDFFR(K)
70
545,263 1,0 | 5452566 |0,0064 | (R)TLSNE(Q)
71
673,318 1,0 |673,3151 |0,0029 | (R)TLSNEQ(V)
72 |901,4297 [1,65 |901,4262 [0,0035 | (R)TLSNEQVE(Q)
73 | 1296,6276 |2,0 |1296,643 |-0,0154 | (R)TLSNEQVEQVAP(G)
74 |627,3606 | 1,0 |627,3573 |0,0033 | (E)QVAPGR(A)
75 |823,4438 [2,0 |[823,4421 |0,0017 | (R)AANPVNVR(R)
76 |769,4333 | 1,47 |769,4315 |0,0018 | (A)ANPVNVR(R)
77 |698,3953 | 1,37 | 6983944 |9,0e-4 | (AINPVNVR(R)
78 |584,3534 | 1,01 |584,3515 |0,0019 | (N)PVNVR(R)
79 |487,3033 | 1,0 |487,2987 |0,0046 | (P)VNVR(R)
80 |[388,2312 |1,0 |3882303 |9,0E-4 | (V)NVR(R)
81 |515,3227 |1,0 |5153188 |0,0039 | (L)LPSAK(W)
82 [402,2359 [1,0 |[402,2347 [0,0012 | (L)PSAK(W)
83 |465,1783 | 1,0 | 4651769 |0,0014 | (K)WDY(Y)
84 |6282455 |1,0 |6282402 |0,0053 | (K)WDYY(F)
85 | 8503737 |10 |850,373 7,0E-4 | (W)DYYFSR(R)
86 |735,3482 | 1,01 | 7353461 |0,0021 | (D)YYFSR(R)
87 |[572,2865 | 1,0 |[572,2827 |0,0038 | (Y)YFSR(R)
88 | 4092206 1,0 |409,2194 [0,0012 | (Y)FSR(R)
89 |430,2056 | 1,0 |430,2045 |0,0011 | (R)RDAS(Y)
90 |[593,2682 | 1,0 |593,2678 | 4,0E-4 | (R)RDASY(T)
91 |1114,5305 |3,0 | 1114,5276 |0,0029 | (R)RDASYTYTR(F)
92
437,169 1,0 |437,1667 |0,0023 | (R)DASY(T)
93 |[538,2172 | 1,0 |5382144 |0,0028 | (R)DASYT(Y)
94 |701,2766 |1,0 |701,2777 |-0,0011 | (R)DASYTY(T)
95 |[802,3352 [1,0 |802,3254 [0,0098 | (R)DASYTYT(R)
96 |958,4276 |2,0 |9584265 |0,0011 | (R)DASYTYTR(F)
97 |861,4132 |1,88 |861,4101 |0,0031 | (D)ASYTYTR(F)
98 |790,3737 | 1,14 | 790,373 7,0E-4 | (A)SYTYTR(F)
99 |703,3407 | 1,03 | 703,341 -3,0E-4 | (S)YTYTR(F)
100 | 540,2793 | 1,0 |540,2776 | 0,0017 | (Y)TYTR(F)
101 | 439,2327 | 1,0 |439,23 0,0027 | (T)YTR(F)
102 (R)HSLATMFAHFGQETGNHD
2139,9226 |3,0 |2139,9302 |-0,0076 | AS(D)
103 (R)HSLATMFAHFGQETGNHD
2270,9485 |3,0 |2270,952 |-0,0034 | ASD(T) Oxidation M (6)
104 (R)HSLATMFAHFGQETGNHD
2372,0183 | 3,07 |2371,9995 |0,0187 | ASDT(V) Oxidation M (6)
105 | 2471,079 | 3,38 |2471,068 |0,0111 | (R)HSLATMFAHFGQETGNHD | Oxidation M (6)
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ASDTV(P)
106 O-GlcNac ST (2),
(L)ATMFAHFGQETGNHDASD | O-GlcNac ST (11),
3312,4272 | 3,0 3312,4387 | -0,0115 | TVPQWR(Q) 0O-GlcNac ST (17)
107 | 586,3067 1,0 586,3096 -0,0029 | (V)PQWR(Q)
108 Oxidation M (2),
Carbamidomethyl C (4),
(R)JEMGCADSGSACGYNTECN | Carbamidomethyl C (11),
2291,8054 | 2,0 2291,7944 | 0,0109 DPV(F) Carbamidomethyl C (17)
109 Carbamidomethyl C (4),
(R)JEMGCADSGSACGYNTECN | Carbamidomethyl C (11),
2422,8755 | 2,0 |2422,868 |0,0075 | DPVF(N) Carbamidomethyl C (17)
110 Oxidation M (2),
Carbamidomethyl C (4),
(R)JEMGCADSGSACGYNTECN | Carbamidomethyl C (11),
2438,8567 | 2,0 2438,8628 | -0,0061 | DPVF(N) Carbamidomethyl C (17)
111 Oxidation M (2),
Carbamidomethyl C (4),
(R)JEMGCADSGSACGYNTECN | Carbamidomethyl C (11),
2681,0098 | 3,0 2681,0007 | 0,0089 DPVFNK(V) Carbamidomethyl C (17)
112 | 732,3525 2,0 732,3498 0,0027 (K)VWTCGK(N) Carbamidomethyl C (4)
113 | 1516,7064 |3,0 | 1516,7002 | 0,0062 | (K)VWTCGKNPDGSWK(K) Carbamidomethyl C (4)
114 | 651,2941 | 1,0 |651,2919 | 0,0022 | (V)WTCGK(N) Carbamidomethyl C (3)
115 | 1435,6348 2,12 1435,6423 -0,0075 | (V)WTCGKNPDGSWK(K) Carbamidomethyl C (3)
116 | 465,2148 | 1,0 | 4652126 | 0,0022 | (W)TCGK(N) Carbamidomethyl C (2)
117 | 1249,5664 2,0 1249,563 0,0034 (W)TCGKNPDGSWK(K) Carbamidomethyl C (2)
118 | 914,4388 | 2,0 |914,4367 | 0,0021 | (K)NPDGSWKK(Y)
119 | 392,1856 1,0 392,1816 0,0040 (R)IDY(Y)
120 | 588,2705 1,0 588,2664 0,0041 (NDYYK(Q)
121 (K)DWQwaQHDYQCQLVSYQT
2997,346 3,0 2997,3262 | 0,0199 PYSALQA(G) Carbamidomethyl C (10)
122 | 389,1507 1,0 389,149 0,0017 (R)CVE(D) Carbamidomethyl C (1)
123 | 960,3924 1,0 960,388 0,0044 (R)CVEDNWGV(K) Carbamidomethyl C (1)
124 | 1088,4802 | 2,0 1088,483 -0,0028 | (R)CVEDNWGVK(L) Carbamidomethyl C (1)
125 | 946,4709 1,0 946,4629 0,0080 (C)VEDNWGVK(L)
126 | 718,3515 1,0 718,3519 -4,0E-4 | (E)DNWGVK(L)
127 | 489,2867 1,0 489,282 0,0047 (N)WGVK(L)
128 | 386,2035 1,0 386,2034 1,0E-4 (K)gQrv(Q)
129 | 1404,6566 | 1,96 | 1404,6543 | 0,0023 (-)EAEAEFAPWQAR(A)
130 | 2007,9991 | 2,94 | 2007,9923 | 0,0068 (-)EAEAEFAPWQARAIYQK(G)
131 | 2126,9897 2,99 2126,975 0,0146 (K)LISEEDLNSAVDHHHHHH(-)
132 | 857,5463 1,99 | 857,5455 8.0E-4 (K)LKVLEQK(L)
133 | 616,3709 1,0 616,3665 0,0044 (K)VLEQK(L)




