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RESUMO

As LPMOs (mono-oxigenases liticas de polissacarideos) constituem uma classe de
enzimas, denominadas enzimas auxiliares, que sdo caracterizadas por seu mecanismo de
clivagem oxidativa de polissacarideos recalcitrantes encontrados na natureza, potencializando
as atividades de hidrolases de glicosideos canonicas. Algumas LPMOs foram identificadas no
genoma de Chromobacterium violaceum ATCC 12472, entre elas a LPMO codificada pela ORF
CV2592. Uma anélise inicial revelou que essa LPMO apresenta uma estrutura modular,
contendo os dominios LPMO 10 (dominio com atividade ‘“peroxidase-like”), GbpA 2
(dominio de ligacdo a N-acetil-glicosamina) e ChiAl1 DB (dominio de ligacdo a quitina).
Assim, o objetivo desse trabalho foi analisar a funcionalidade desta LPMO com relagdo a
atividade “peroxidase-like” e seu potencial de inibigdo sobre células de espécies de Candida.
Anadlises in silico revelaram que Cv2592 pertence a familia AA10 da classe de enzimas de
atividades auxiliares. Semelhante as demais LPMOs descritas, Cv2592 apresenta dois residuos
de histidina conservados em seu sitio catalitico, cuja fungdo é coordenar o ion metalico Cu*?,
essencial para a atividade oxidativa da enzima. A LPMO recombinante fusionada a “tag” de
solubilidade, proteina SUMO (rCvLPMO-SUMO), foi expressa em E. coli BL21(DE3) e
purificada por cromatografia de afinidade a metal imobilizado, exibindo massa molecular
aparente de 56 kDa quando analisada por SDS-PAGE. A identidade dessa proteina foi
confirmada por espectrometria de massas, que produziu peptideos com cobertura de 45,3% da
sua estrutura primaria. A caracterizacdo in vitro mostrou que rCvLPMO-SUMO possui
atividade peroxidasica sobre o substrato 2,6-dimetoxifenol, demonstrando a funcionalidade do
dominio catalitico LPMO_10. A funcionalidade do dominio de ligacdo a quitina ChiA1_DB
também foi confirmada por meio de cromatografia de afinidade em matriz de quitina. As
condicdes 6timas para a atividade enzimatica foram determinadas em pH 7,0 e temperatura de
50 °C. rCvLPMO-SUMO apresentou estabilidade em relacdo a variacdo de pH, mantendo pelo
menos 80% de sua atividade ap0s ser submetida a valores extremos de pH (3,0 a 10,0) e
temperatura de 60 °C. A atividade da rCvLPMO-SUMO foi inibida completamente na presenca
de 5 mM dos fons Fe*3, Ag* e Hg*?, SDS 2%, EDTA 5 mM e DTT 100 mM. Anélises de
dicroismo circular indicaram uma Tm de 74,9 °C. rCvLPMO-SUMO apresentou atividade
inibitdria e letal contra varias estirpes de Candida albicans, Candida parapsilosis e Candida
tropicalis. Analises de microscopia eletronica de transmissdo (MET) evidenciaram danos
causados por rCvLPMO-SUMO em células de Candida parapsilosis. Andlises de viabilidade

celular e producédo de espécies reativas de oxigénio (ROS) com iodeto de propidio e DCFH-



DA, respectivamente, revelaram que a proteina causa permeabilizacdo da membrana plasmatica

e induz a producdo de ROS pelas celulas de Candida expostas a rCvLPMO-SUMO.

Palavras-chaves: LPMO; atividade peroxidase-like; quitina; atividade anti-Candida.



ABSTRACT

LPMOs (lytic polysaccharide monooxygenases) constitute a class of enzymes, called auxiliary
enzymes, which are characterized by their mechanism of oxidative cleavage of polysaccharides,
enhancing the activities of canonical glycoside hydrolases, involved in the degradation of
recalcitrant polysaccharides found in nature. Some LPMOs were identified in the genome of
Chromobacterium violaceum ATCC 12472, including the LPMO encoded by the ORF
CV2592. An initial analysis revealed that this LPMO has a modular structure, containing the
LPMO_10 (peroxidase activity), GbpA_2 (N-acetylglucosamine binding domain) and
ChiA1_DB (chitin binding domain) domains. Thus, the aim of this work was to analyze the
functionality of this LPMO in relation to peroxidase-like activity and its inhibition potential on
Candida species. In silico analysis revealed that CVV2592 belongs to the AA10 family of
auxiliary activity enzymes. All LPMOs have two conserved histidine residues in their catalytic
site, forming a histidine arm whose function is to coordinate Cu?*, which is essential for the
oxidative activity of LPMOs. Recombinant LPMO (rCvLPMO-SUMO) fused to the solubility
tag SUMO was expressed in Escherichia coli BL21(DE3) and purified by immobilized metal
affinity chromatography, exhibiting an apparent molecular mass of 56 kDa. The identity of this
protein was further confirmed by mass spectrometry, which produced peptides covering 45.3%
of their primary structure. The in vitro characterization showed that rCvLPMO-SUMO has
peroxidase activity on the substrate 2,6-dimethoxyphenol, demonstrating the functionality of
the LPMO_10 catalytic domain. The functionality of the chitin binding domain, ChiAl1_DB,
was also confirmed by chitin matrix affinity chromatography. The optimal conditions for
enzymatic activity were determined at pH 7.0 and temperature of 50 °C. rCvLPMO-SUMO was
stable in relation to pH variation, maintaining at least 80% of its activity after being subjected
to extreme pH values and a temperature of 60 °C. The rCvLPMO-SUMO activity is completely
inhibited in the presence of 5 mM Fe®*, Ag* and Hg?* ions and 2% SDS, 5 mM EDTA and 100
mM DTT. Circular dichroism experiments indicate a Tm of 74.9 °C. rCvLPMO-SUMO
presented inhibitory and lethal activities against several strains of Candida albicans, Candida
parapsilosis and Candida tropicalis. Transmission electron microscopy (TEM) analysis
evidenced the damage caused by rCvLPMO-SUMO to Candida cells. Cell viability analyzes
and ROS production with propidium iodide and DCFH-DA, respectively, revealed that the
protein causes permeabilization of the plasma membrane and induces the production of reactive

oxygen species by Candida cells treated with rCvLPMO-SUMO.



Keywords: LPMO; peroxidase-like activity; chitin; anti-Candida activity.
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1 INTRODUCAO

A bactéria Gram-negativa Chromobacterium violaceum, estirpe ATCC 12472, teve
seu genoma sequenciado pela Rede Nacional do Projeto Genoma Brasileiro (Brazilian National
Genome Project Consortium, 2003) revelando uma vasta quantidade de ORFs (open reading
frames) relacionadas ao metabolismo geral, codificando proteinas transportadoras de
membrana, supostamente responsaveis por sua adaptabilidade aos vérios ambientes em que
habita (DE VASCONCELOS et al., 2003). O género Chromobacterium ilustra o abismo
existente entre a expansdo dos bancos de dados de sequéncias e o real conhecimento biologico
sobre 0s organismos cujo genoma foi sequenciado. Apesar do rapido aumento do nimero de
espécies e dos diversos genomas disponiveis no NCBI, a maior parte do que se sabe sobre o
grupo vém de estudos experimentais com sua espécie-tipo, C. violaceum. Sabe-se que C.
violaceum apresenta a capacidade de utilizar apenas quitina como fonte de carbono e nitrogénio
(LOBO et al., 2013; STREICHSBIER, 1983), mas sua via de degradacédo de quitina ainda ndo
é conhecida.

A completa caracterizagdo do mecanismo de degradacdo da quitina em
Chromobacterium violaceum podera fornecer subsidios para a producdo industrial de quito-
oligossacarideos, auxiliar no desenvolvimento de técnicas de combate a pragas agricolas, como
fungos, insetos e nematoides, e ajudar na compreensdo dos mecanismos de ciclagem de carbono
e nitrogénio em ecossistemas terrestres e aquaticos (LOBO et al., 2013).

LPMOs sdo enzimas oxidativas da classe das atividades auxiliares segundo
classificacdo do CAZy (www.cazy.org). Estas proteinas se caracterizam como metalo-enzimas
dependentes de Cu*?, e apresentam dois residuos de histidina conservados em todas as LPMOs
conhecidas. Os residuos de histidina conservados formam um cinto de histidina responsavel por
coordenar o cobre no sitio ativo da enzima (BERNARDI et al., 2020).

Recentemente, as LPMOs foram descritas como potenciais iniciadoras do
catabolismo de quitina em diversos organismos (HAMRE et al., 2015). Estas enzimas sdo
capazes de degradar biopolimeros insolUveis e alguns estudos mostram seu potencial uso
industrial (AGOSTONI; HANGASKY; MARLETTA, 2017; BEESON et al., 2015). Algumas
LPMOs foram descritas, ainda, como fatores de viruléncia em algumas
bactérias(SHUTINOSKI; SCHMIDT; HEUSIPP, 2010; WONG et al., 2012).

No presente estudo, uma LPMO codificada pela ORF CV2592 do genoma de
Chromobacterium violaceum ATCC 12472, foi expressa em Escherichia coli, purificada e

caracterizada. Sabendo que as LPMOs podem degradar quitina, celulose e varios outros
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polissacarideos, e que a ORF CV2592 codifica uma LPMO putativa da familia AA10,
hipotetizamos que esta LPMO, denominada neste trabalho como rCvLPMO, é capaz de inibir
o crescimento de células da levedura patogénica Candida spp. por um mecanismo semelhante
ao observado em quitinases que apresentam a capacidade de degradar a quitina da parede celular
de fungos, e portanto, carregam grande potencial de aplicacdo como agente antifingico
(BANANI et al., 2015; KIM; JE, 2010).
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Fundamentacao tedrica

Nesta secéo serdo descritos os fundamentos tedricos necessarios a compreensao

do estudo das LPMOs e suas atividades bioquimicas e antifingicas
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Chromobacterium violaceum

Chromobacterium violaceum é uma bactéria Gram-negativa descrita pela primeira
vez no final do século 19 (BOISBAUDRAN, 1882), que domina uma variedade de ecossistemas
em regides tropicais e subtropicais. Esta bactéria é altamente abundante na agua e margens do
rio Negro, um dos principais componentes da cultura brasileira amazonica, e como resultado
tem sido estudada no Brasil nas ultimas trés décadas. Estes estudos, em geral, tém se
concentrado nos mais promissores produtos da bactéria, como o pigmento violaceina, que ja foi
introduzido como um composto terapéutico na dermatologia(CALDAS, 1990). A violaceina
também exibe atividade antimicrobiana contra importantes patdgenos tropicais como
Mycobacterium tuberculosis (SOUZA, 1999) Trypanosoma cruzi (DURAN et al., 1994) e
Leishmania sp. (LEON et al., 2001), bem como atividades bactericida (DURAN; MENCK,
2008; LICHSTEIN; VAN DE SAND, 1945), antiviral (DURAN; MENCK, 2008)e anticancer
(SHIGEMATSU et al., 1994; SILVA MELO SILVYA STUCHI MARIA et al., 2000).

Chromobacterium violaceum foi inicialmente isolada no Brasil em uma amostra de
agua vinda de uma estacdo de tratamento em Manaus, no Amazonas(CALDAS, 1990).
Posteriormente, sua ocorréncia foi relatada como bastante frequente em diversos rios da
Amazonia Central, com destaque para o rio Negro (GUARIM, 1979; HUNGRIA et al., 2005)
ocorrendo também no solo de outros ecossistemas brasileiros, como o Cerrado e a Mata
Atlantica (MYERS et al., 2000).

Apesar de atuar geralmente como saprofita de vida livre, existe um crescente
numero de casos de infeccBes causadas por C. violaceum, sendo considerada um patégeno
emergente. O primeiro caso de infeccdo humana foi registrado na Malasia em 1927 (SNEATH,
1953). Até 2017, aproximadamente 200 casos j& foram reportados, com taxa de mortalidade
acima de 50%, principalmente em criancas, idosos e pessoas imunocomprometidas
(KOTHARI; SHARMA; PADIA, 2017; OKADA et al., 2013; UMADEVI et al., 2013; YANG;
LI, 2011). O contagio inicial geralmente ocorre pela pele em contato com agua e solos
contaminados, levando ao surgimento de pustulas, algumas vezes com coloracdo roxa, bem
como febre e vémito (BROWN; STEIN; MORRELL, 2006; YANG; LI, 2011). Muitos casos
evoluem para septicemias fatais, com o desenvolvimento de multiplos abcessos no figado,
pulmé&o, baco e ate mesmo no cérebro (CHATTOPADHYAY et al., 2002; YANG; LI, 2011).
E importante fazer-se notar ainda a ampla resisténcia a antibioticos e outras drogas que a
bactéria apresenta (FANTINATTI-GARBOGGINI, 2004; UMADEVI et al., 2013). Uma
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caracteristica marcante da espécie, que posteriormente foi abrangida para todo o género, é a
secrecao do pigmento violaceina, responsavel pela coloragéo violeta do grupo (STOTT et al.,
2015). A producdo de violaceina esta relacionada com quorum sensing, permitindo facil
visualizacao e quantificacdo do processo. Isso levou a espécie, principalmente a estirpe CVV026,
a ser considerada modelo de estudo para o mecanismo. Desta forma, diversos inibidores de
quorum sensing foram descobertos e podem ser utilizados como alternativas aos antibioticos
atuais (KOTHARI; SHARMA; PADIA, 2017; MCCLEAN et al., 1997).

Pela importancia historica da pesquisa sobre violaceina e Chromobacterium
violaceum no pais e pelo potencial de seus produtos secundarios, ela foi escolhida pelo Projeto
Genoma Brasileiro para ter seu genoma completamente sequenciado (DURAN et al., 1994;
DURAN; MENCK, 2008; LEON et al., 2001). Em 2003, um consércio de laboratdrios
brasileiros integrando o projeto foi responsavel pelo sequenciamento do genoma da estirpe
ATCC 12472 de C. violaceum. Este consistia em um Gnico cromossomo circular com 4.751.080
pares de bases, sendo 64,83% de G+C e contendo 4.431 ORFs codificando proteinas. Dessas,
muitas estdo relacionadas com a capacidade de sobrevivéncia a diversos ambientes, incluindo
oxidases e redutases, e varias vias energéticas alternativas (DE VASCONCELOS et al., 2003).

A quitina é uma fonte alternativa de carbono e nitrogénio (STREICHSBIER, 1983).
A secrecdo de quitinases em C. violaceum € regulada por quorum sensing, como a violaceina,
e provavelmente esta relacionada com parte da via quitinolitica na espécie (CHERNIN et al.,
1998). Algumas dessas quitinases ja foram expressas com sucesso em Escherichia coli, com
posterior caracterizacdo das proteinas recombinantes (LOBO et al., 2013), assim como

caracterizagdo in silico de uma N acetil-B-D-glucosaminidase (MOURA, 2016).

2.2 LPMO’s

Cinco quitinases de Serratia marcescens foram purificadas por FUCHS e
colaboradores (1986). Posteriormente tais proteinas foram caracterizadas como ChiA, ChiB,
ChiC1, ChiC2 e CBP21. CBP21 foi inicialmente descrita como uma proteina de ligacdo a
quitina ndo catalitica, que potencializava a atividade de quitinases em quitina cristalina
(SUZUKI et al., 1998; VAAJE-KOLSTAD et al., 2005).

Vaaje-Kolstad e colaboradores (2005) também demonstraram que as proteinas
conhecidas como “chitin-binding proteins” ou familia 33 dos médulos de ligagédo a carboidrato
(CBM33, conforme definido no banco de dados CAZy) aumentam a eficiéncia das hidrolases

de glicosideo candnicas envolvidas na degradacdo da quitina (quitinases). A clivagem oxidativa
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de polissacarideos por enzimas hoje conhecidas como LPMOs (monooxigenases liticas de
polissacarideo) foi demonstrada pela primeira vez em 2010 por Gustav Vaaje-Kolstad e
colaboradores que descreveram um novo mecanismo catalitico em enzimas da familia CBP21.
Os autores mostraram que a proteina conseguiu degradar quitina cristalina por oxidacdo, ou
seja, 0 mecanismo de catalise envolvia a transferéncia de uma molécula de oxigénio. Essa
atividade foi inicialmente descrita em integrantes das familias GH61, quitinases de fungos, e
CBM33, que incluia proteinas de ligacdo a quitina, como CBP21. Atualmente as GH61 e
CBM33 foram reclassificadas como AA9 e AA10, respectivamente (AGOSTONI,;
HANGASKY; MARLETTA, 2017; LEVASSEUR et al., 2013).

Antes da descoberta das LPMOs, o Gnico mecanismo conhecido de clivagem de
ligacBGes O-glicosidicas era a hidrolise por enzimas hidroliticas. Esta consiste em uma reacéao
de dupla decomposicao, onde a agua € um dos reagentes envolvidos. Em compostos organicos,
0 processo contém diversas etapas, iniciando com a ligacdo covalente do atomo de oxigénio da
agua a um carbono do segundo reagente envolvido e geralmente termina com a quebra deste
composto (“Hydrolysis”, 2016). Na quitina, a reagdo ¢ catalisada por quitinases. O CAZy
(LOMBARD et al., 2014) classifica as LPMOs em quatro familias das atividades auxiliares (do
inglés, “Auxiliary Activity”). As familias AA9, AA1l e AA13 sdo encontradas em fungos,
oxidando celulose, quitina e amido, respectivamente (HARRIS et al., 2010; HEMSWORTH et
al., 2013; VU et al., 2014). A familia AA10 compreende proteinas encontradas em bactérias,
com atividade sobre quitina ou celulose (FORSBERG et al., 2014; VAAJE-KOLSTAD et al.,
2010). As familias AA10 e AA9 apresentam um distante ancestral comum, sendo que
provavelmente a oxidacdo de quitina surgiu antes da atividade oxidativa de celulose no grupo
(BOOK et al., 2014).

As LPMOs sdo metaloproteinas dependentes de cobre (Cu*?) (AACHMANN et al.,
2012) que hidroxilam os carbonos C-1 ou C-4 das ligacBes glicosidicas, dando origem a
intermediarios instaveis que se decompdem, causando a quebra dessas ligacdes. O grupo
hemiacetal do C-1 hidroxilado produz &cidos aldénicos, enquanto o C-4 hidroxilado gera
cetoaldoses através de um hemicetal intermediario (Figura 1) (AGOSTONI; HANGASKY;
MARLETTA, 2017). A hidroxilagéo utiliza oxigénio molecular (O2), que precisa ser ativado
por dois elétrons e dois prétons (VAAJE-KOLSTAD et al., 2010), por isso, a reacao € inibida
na presenca de cianeto. Quelantes, como EDTA, também s&o fortes inibidores, pois roubam os
atomos de Cu*2 do sitio ativo (BEESON et al., 2015; VAAJE-KOLSTAD et al., 2010). Sabe-
se que seu mecanismo de hidroxilagdo envolve uma etapa catalitica e a ativacéo do sitio ativo
oxidante, mas os detalhes ainda séo desconhecidos (AGOSTONI; HANGASKY; MARLETTA,
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2017; WALTON; DAVIES, 2016). Alguns autores discutem o uso do termo “liticas”, ja que
ndo existem até 0 momento evidéncias que a enzima atua diretamente na quebra das ligacoes,
utilizando o nome alternativo monooxigenases de polissacarideo (em inglés, polysaccharide
monooxygenases; PMOs) (AGOSTONI; HANGASKY; MARLETTA, 2017; BEESON et al.,
2015).

Figura 1 — Representa¢do da reagdo catalisada por LPMOs.
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Fonte: Agostoni, Hangasky e Marletta, (2017). Oxidac¢ao na posi¢do C-1 produzindo aldonolactona
e de C-4 originando 4-cetoaldoses. Em quitina, R indica GlcNAc e R NHCH;3CO.

As LPMOs em sua maioria conttm um (nico dominio, no entanto, existem
proteinas com dominios alternativos, como moédulos de ligacdo a carboidratos (CBMs),
dominios similares a fibronectina tipo 111 (Fnllls) e hidrolases (HORN et al., 2012). CBMs sédo
classificados em diversas familias e aumentam a especificidade, facilitando a ligacdo aos
polissacarideos (CROUCH et al., 2016). As Fnlll normalmente medeiam a adesdo celular e
interacbes proteina-proteina (POTTS; CAMPBELL, 1996; SANDFORD; MULROY;
FOGGENSTEINER, 1999). Em V. cholerae, a AA10 GbpA é uma proteina multidominio, com
um dominio catalitico LPMO, dois dominios Fnlll e um dominio de ligacdo a quitina. Os
dominios Fnlll e LPMO séo responsaveis pela interagdo com a mucina do epitélio intestinal do
hospedeiro(WONG et al., 2012). O dominio catalitico e o de ligacdo a quitina também séo
importantes pela permanéncia da bactéria no ambiente aquatico, permitindo a ligacdo ao
exoesqueleto de pequenos crustaceos (STAUDER et al., 2012). Os dominios cataliticos de
monooxigenases bacterianas apresentam um “f sanduiche”, com um sitio ativo composto por
um complexo mononuclear de Cu*?(I1) com duas histidinas e uma amina N-terminal em uma
“bragadeira” de histidina em forma de T, como ilustra a Figura 2 (AACHMANN et al., 2012;
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GUDMUNDSSON et al., 2014; VAAJE-KOLSTAD et al., 2010). A superficie de interagdo é
plana, permitindo que a proteina clive as ligacoes glicosidicas sem separar o polimero da matriz
cristalina (AACHMANN et al., 2012; AGOSTONI; HANGASKY; MARLETTA, 2017).
LPMOs de quitina apresentam um local especifico para acomodar o grupo acetil (FORSBERG
etal., 2014).

Figura 2 — Estrutura terciaria de uma LPMO.
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Fonte: Agostoni, Hangasky e Marletta, (2017). Na parte inferior da estrutura, encontra-se a superficie de interagéo
com substrato, plana. Em destaque, a “bragadeira” de histidinas ligadas a um Cu*?, indicado na ilustragdo como

uma esfera alaranjada.

Funcionalmente, as LPMOs criam uma nova terminacao na cadeia polissacaridica,
onde as quitinases seriam mais ativas que na matriz cristalina (VAAJE-KOLSTAD et al., 2010).
De maneira alternativa, algumas proteinas no grupo foram descritas com atividade antifungica
(MEHMOOD et al., 2011) e como fatores de viruléncia, como em V. cholerae (WONG et al.,
2012). Diversos estudos sugerem a utilizacdo de LPMOs na industria. Segundo (HARRIS et
al., 2010), a adicdo de monooxigenases em coquetéis de celulase reduz em duas vezes a
guantidade de enzima necessaria para a conversdo de farinha de milho pré-tratada. Outra
possibilidade € seu uso na captura de O para producao de etanol celulésico (BEESON et al.,
2015). As LPMOs podem ser tambeém fundamentais para a conversao enzimatica de biomassa,
como, por exemplo, na producdo de derivados de quitina (PATIL; GHORMADE;
DESHPANDE, 2000). A adicdo dessas proteinas as reagdes com quitinases poderia aumentar

sua eficiéncia, diminuindo os custos de produgéo.
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2.3 Quitina

A quitina foi inicialmente descrita como um “material” particularmente resistente
aos “quimicos usuais” por A. Hachett, em 1799 (JEUNIAUX; CORNELIUS, 2016). Entretanto,
a descoberta do polimero é conferida a Henri Braconnot, em 1811, a partir de reacdes realizadas
em materiais isolados de diversas espécies de fungos. Braconnot nomeou 0 novo composto
como fungina (BRACONNOT, 1811; MUZZARELLI et al., 2012). ODIER e colaboradores
(1823) descobriram a mesma substancia em insetos e plantas, modificando seu nome para
chitine (KHOUSHAB; YAMABHALI, 2010; ODIER, 1823). A palavra deriva do grego khiton,
que originalmente denominava um tipo de tunica, sendo ainda hoje utilizada na Franca com
esse proposito (chiton). Apds diversas derivacdes, o termo passou a indicar qualquer tipo de
revestimento, desde armaduras de soldado, até peles de 6rgdos animais, cascas de frutas, etc.
(AVENAS, 2013).

A quitina é o segundo polissacarideo mais abundante na natureza
(PURUSHOTHAM et al., 2012), composta por residuos de N-acetil-D-glucosamina (2-
acetamino-2-desoxi-B-D-glucopiranose; GlcNAc), unidos por ligagdes B-(1,4) do tipo O-
glicosidica (CLARK; SMITH, 1956; HU et al., 2007; THARANATHAN; KITTUR, 2010).
Apresenta estrutura similar a celulose, com um arranjo em microfibrilas. E um polissacarideo
linear, ndo ramificado, insolGvel, branco, elastico e rigido que apresenta nitrogénio em sua
composicdo. Como a celulose, € um polissacarideo estrutural (ZARGAR; ASGHARI,;
DASHTI, 2015). Compde a epiderme e olhos de artropodes e cefalépodes (HERRING, 1979;
WAGNER et al., 1993), a parede celular de fungos (BLUMENTHAL; ROSEMAN, 1957), o
exoesqueleto e tendbes de artropodes (HERRING, 1979), etc., e pode ser utilizada como fonte
de nitrogénio e carbono (STREICHSBIER, 1983; STRUSZCZYK, 2006). Sua estrutura é

ilustrada na Figura 3.

Figura 3 — Estrutura da quitina
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S&o encontradas trés formas de quitina, que diferem entre si pela forma como suas
cadeias se arranjam. A forma a apresenta suas cadeias alinhadas de modo antiparalelo, enquanto
na forma P estdo arranjadas paralelamente e na forma y é composta dos dois tipos de cadeias
intercaladas (RUDALL, 1963). a-Quitina é encontrada na carapaca de caranguejos e camaroes,
B-quitina ¢ extraida da “pena” (concha interna) de lulas (KHOUSHAB; YAMABHALI, 2010) e
diatomaceas (HUNT et al., 2008) e y-quitina esta presente no revestimento estomacal de Loligo,
um grupo de lulas (THARANATHAN; KITTUR, 2010). Estima-se que aproximadamente 100
bilhGes de toneladas de quitina sejam produzidas por ano por insetos, fungos, crustaceos e
moluscos (GOODAY, 1990), sendo a maior parte produzida no ambiente marinho (KEYHANI,
ROSEMAN, 1999). Existem diversas aplicagdes para o biopolimero e seus derivados, desde
propriedades imunoldgicas (AAM et al., 2010; PAPPA; GUERINI, 2010), anti-inflamatdrias
(MINAMI et al., 1998), antioxidantes (JE; KIM, 2006; NGO et al., 2009; XIE; XU; LI1U, 2001),
antimicrobianas (EL GHAOUTH et al., 1992; LI et al., 2008; SAN-LANG et al., 2002; TSAI,
SU, 1999), na remocédo de metais pesados (DE OLIVEIRA FRANCO et al., 2004; HOSOBA
et al., 2009; JIANLONG et al., 2001; KUSANO et al., 1999; OSHITA et al., 2008) e muitas
outras (AKSU, 2005; HAKIM et al, 2007; KHOUSHAB; YAMABHAI, 2010;
MUZZARELLLI et al., 2012; MUZZARELLI; MUZZARELLLI, 2009; PEISELT DA SILVA,;
PAIS DA SILVA, 2004; RAVI KUMAR, 2000; THARANATHAN; KITTUR, 2010;
ZARGAR; ASGHARI; DASHTI, 2015). Por suas diversas vantagens, que incluem ainda
biodegradabilidade e biocompatibilidade, essa € uma das fontes de biomassa mais inexploradas
do planeta (KHOUSHAB; YAMABHAI, 2010; THARANATHAN; KITTUR, 2010).
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2.4 Expressao heterdloga de proteinas em Escherichia coli

As tecnologias do DNA recombinante sdo exploradas para obtencdo de
combinagGes novas de material genético de organismos diferentes, chamado de DNA
recombinante. A primeira molécula de DNA recombinante foi preparada por Herbert Boyer e
Stanley Cohen em 1973, para produzir um organismo funcional que continha a informacao
genética de diferentes espécies e as replicava bem (COHEN et al., 1973). Eles introduziram em
E. coli genes do sapo Xenopus laevis e demonstraram que esses genes eram ativamente

expressos geracao apos geracdo (MORROW et al., 1974).

Muitos sdo os hospedeiros que podem ser usados para expressdo de proteinas
recombinantes, como bactérias, leveduras, insetos, plantas e animais. Por mais de duas décadas
a bactéria Escherichia coli foi e ainda é o hospedeiro mais utilizado para producéo de proteinas
recombinantes de origem eucariética e procariética, pois pode crescer em meios baratos e em
condicdes laboratoriais bem definidas com tempo de replicacdo muito curto. Como
consequéncia de seu rapido crescimento, a selecdo de mutantes é facil e conveniente. Além
disso as células de E. coli sdo altamente competentes em receber moléculas de DNA exdgeno
e expressar proteinas recombinantes em altas taxas (CRONAN, 2014). Diversos sistemas de
expressao estdo disponiveis para as mais variadas aplicacdes. Cerca de 80% das proteinas com
estruturas tridimensionais resolvidas submetidas ao banco de dados de estruturas de proteinas
(PDB) em 2003 foram expressas em Escherichia coli (TERPE, 2006).

A expressdo de proteina recombinante é alcancada por meio de diversas etapas,
sendo as principais: amplificacdo do gene alvo por PCR, ligacdo do gene (inserto) amplificado
em um vetor de clonagem, transformacdo da célula hospedeira com o vetor de clonagem,
subclonagem do inserto em vetor de expresséao, transformacéo da célula hospedeira com vetor
de expressdo, selecdo dos clones transformados, e por fim expressdo do gene alvo produzindo
a proteina recombinante (KAUR; KUMAR; KAUR, 2018).
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2.5 Candida spp
2.5.1 Patogenicidade e viruléncia

As leveduras do género Candida sdo fungos de interesse clinico, devido a alta
incidéncia de infec¢bes em populacdes humanas (PLANTINGA et al., 2012). A Candida € um
fungo patogénico dimorfico que coloniza as superficies mucosas de aproximadamente 30% dos
individuos saudaveis em um determinado momento (BROWN; NETEA, 2007). No entanto,
podem causar doengas em um contexto de deficiéncia imunoldgica do hospedeiro como
pacientes transplantados em uso de imunossupressores, pacientes com AIDS e pessoas
submetidas a terapia antibiotica de amplo espectro (ANWAR KHAN; MALIK; SUBHAN
KHAN, 2012; INST etal., 2012; MAURYA et al., 2013). O espectro de manifestacdes clinicas
da infeccdo por Candida spp. compreende sindromes clinicas que vao desde infeccdes
mucocutaneas das mucosas oral e vaginal, até candidemia e infec¢bes severas que sao
frequentemente associadas a uma sindrome séptica (MARODI; JOHNSTON, 2007; PFALLER;
DIEKEMA, 2010). Embora C. albicans seja a espécie mais prevalente como causa de infecgdes,
tem se observado nos ultimos anos uma tendéncia no aumento de infecgdes por outras espécies
de Candida, como C. glabrata e C. krusei (TRICK et al., 2002; WINGARD et al., 1991). Além
disso, ha relatos recorrentes de resisténcia aos antifingicos azolicos, que pode ser uma
consequéncia, em parte, da frequente adocdo de terapéuticas antifingicas como profilaxia em
pacientes de alto risco com sistema imunoldgico deficiente (MARR et al., 2000; PFALLER et
al., 2007). A patogenicidade de um microrganismo é determinada pela sua capacidade de causar
doenca, mediada por multiplos fatores. A transicdo do status de microrganismo comensal para
patdgeno é dependente de um amplo arsenal de fatores de viruléncia expressos de forma seletiva
sob condigbes predisponentes (NAGLIK; CHALLACOMBE; HUBE, 2003; SANCHEZ-
VARGAS et al., 2013). Determinados aspectos da viruléncia sdo geneticamente definidos, no
entanto, tais fatores sdo expressos pelos microrganismos apenas em contextos ambientais e
fisioldgicos favoraveis, tais como adequado teores de nutrientes, atmosfera de oxigénio e
temperatura ideal (MAYER; WILSON; HUBE, 2013) .
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2.5.2 Estratégias terapéuticas disponiveis e mecanismos de resisténcia

Entre os farmacos antifungicos disponiveis atualmente, ha diversos alvos celulares
e classes distintas (figura 4). Os antifungicos da classe dos azélicos sdo os prediletos e mais
utilizados no tratamento das infeccdes por Candida. Conforme o tipo de infeccdo, o local
anatdbmico em que ocorre e o perfil de sensibilidade da espécie, antifungicos de outras classes
também podem ser utilizados, tais como equinocandinas, polienos, andlogos de nucleosideos e
alilaminas (PAPPAS et al., 2016; PFALLER et al., 2010, 2013) . O fluconazol, antifingico da
classe azol, é o mais frequentemente utilizado no tratamento de infec¢des por Candida devido
ao seu baixo custo e toxicidade, além de estar disponivel sob diversas formulagdes (PFALLER
etal., 2010). Entretanto, ha na literatura diversos relatos sobre o desenvolvimento de resisténcia
entre espécies de Candida, principalmente em relacdo aos azolicos, sendo assim essencial
determinar os mecanismos de resisténcia apresentados por fungos tendo como objetivo o
desenvolvimento de novas moléculas antifngicas para o tratamento de infec¢des por Candida
(SANTOS et al., 2018).

Figura 4: Representagdo dos mecanismos de ag¢do de antifungicos tradicionais sobre alvos celulares.

Griseofulvina- Inibe a
sintese dos microtubulos

Equinocandinas-
Inibem a via —_—)

biossintética dos Plasma membrane

Cell wall

Flucitosina- Inibe a
via de sintese dos
acidos nucléicos

Azobis, aliaminas e
tiocarbamatos- Inibem a via
biossintética do ergosterol

Polienos- Ligam ao
ergosterol e levam
disrupgéo da integridade da
membrana

Fonte: Adaptado de SANTOS (2018)

Os azo6is inibem a sintese de ergosterol no reticulo endoplasmatico da célula

fangica. Atuam interferindo na enzima lanosterol 14-a-desmetilase, envolvida na
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transformacdo do lanosterol em ergosterol (MAUBON et al., 2014a; SPAMPINATO;
LEONARDI, 2013a). A anfotericina B e outros polienos atuam na membrana fungica ligando-
se ao ergosterol e causando o rompimento da estrutura da membrana, 0 que promove 0
extravasamento de constituintes intracelulares como potassio, magnésio e acucares e,
consequentemente, a morte celular (MESA-ARANGO; SCORZONI; ZARAGOZA, 2012,
PEMAN; CANTON; ESPINEL-INGROFF, 2009). A flucitosina (5-FC) é um antiflngico da
classe dos analogos de nucleosideo, sendo este analogo da pirimidina com propriedades
fungistaticas, e que ao entrar na célula fangica por meio do transportador de citosina permease,
inibe a enzima timidilato-sintetase, interferindo no DNA. O 5-FC também pode ser convertido
em 5-fluorouracil que, por sua vez, pode ser fosforilado em monofosfato de 5-
fluorodesoxiuridina. Sendo este também fosforilado, pode ser incorporado em moléculas de
RNA, interferindo assim no processo de traducdo celular(MAUBON et al., 2014b;
SPAMPINATO; LEONARDI, 2013b). As equinocandinas sdo compostos inibidores da enzima
B-1,3-D-glucano sintase, impedindo assim a sintese de B-glucano, que esta presente na parede
celular dos fungos (figura 5). A inibigdo da B-1,3-D-glucano sintase esgota os polimeros de f3-
glucano nas células fangicas, resultando em uma parede celular anormal que € fraca e incapaz
de resistir ao estresse osmotico (CHEN; SORRELL, 2007; KUSE et al., 2007). Alilaminas e
tiocarbamatos inibem a enzima esqualeno-epoxidase, que participa da sintese do ergosterol. A
griseofulvina atua interrompendo a produgdo do fuso e dos microtibulos citoplasmaticos,
inibindo assim a mitose fungica (SANTOS et al., 2018). Os medicamentos antifungicos
atualmente disponiveis no mercado para o tratamento de infec¢des por Candida muitas vezes
sdo eficazes, no entanto, apresentam algumas caracteristicas indesejaveis, como
desenvolvimento de cepas resistentes, o que pode comprometer a eficiéncia do tratamento. A
resisténcia aos antifungicos guarda relacdo com trés mecanismos distintos: (1) diminuicdo da
concentracdo intracelular do medicamento por bombas de efluxo da droga, (2) alteracbes no
alvo do medicamento e (3) desvios metabolicos (SANGLARD, 2016). Além disso, ha estudos
mostrando que esses compostos podem promover efeitos nefrotoxicos (NIEMIROWICZ et al.,
2016), teratogénicos (DIMOPOULOU et al., 2017) e cardiotoxicos (KOCH et al.,
2015). Assim, é muito importante a busca por novos compostos com atividade antifingica,
permitindo o desenvolvimento de farmacos e/ou tratamentos alternativos (VANDEPUTTE;
FERRARI; COSTE, 2012). Nesse sentido, as proteinas de ligacdo a quitina (CBP) podem ser
destacadas devido a sua capacidade de interagir com a quitina, o principal polissacarideo
estrutural da parede celular fangica (KANOKWIROON et al., 2008). A presenca de quitina na
parede celular fangica (figura 5), onde desempenha papel estrutural relevante para a
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sobrevivéncia celular, potencializa a quitina como um alvo promissor para novas drogas
antifungicas (OLIVEIRA et al., 2017).

Figura 5: Estrutura da parede celular de Candida albicans.

100 nm , —— Mananas B-1,6 glucanos —— Quitina
; -~ Proteinas — B-1,3 glucanos

Parede
externa

Parede
interna

Membrana celular

Fonte: adaptado de GOW et al.,(2011). Duas camadas podem ser distinguidas na parede celular de Candida
albicans. A camada externa é altamente enriquecida com polimeros de manose ligados a O e N (mananas) que sao
covalentemente associados a proteinas para formar glicoproteinas, enquanto a camada interna contém os
polissacarideos esqueléticos quitina e $-1,3-glucana, que conferem forca e forma da célula. As proteinas da parede
celular externa estdo ligadas a essa estrutura da parede interna predominantemente por remanescentes de

glicosilfosfatidilinositol (GPI) que estdo ligados ao esqueleto por meio de um B-1,6-glucano mais flexivel.



Hipotese e objetivos

Nesta secao serdo apresentadas a hipoétese cientifica deste trabalho e os

objetivos alcangados
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3 HIPOTESE

Tendo em vista que a quitina € um polissacarideo que desempenha um papel
estrutural na parede celular de fungos filamentosos e leveduras, partimos do pressuposto de que
enzimas ativas contra este polissacarideo como as LPMOQOs, apresentam grande potencial
biotecnoldgico no controle destes microrganismos. Portanto, para a caracterizagcdo da LPMO
putativa codificada pela ORF CV2592 de Chromobacterium violaceum ATCC 12472, bem
como a avaliacdo do potencial biotecnologico dessa enzima, a expressao em larga escala da
mesma em sistema heterdlogo se faz necessaria. Desta forma, esta dissertacdo foi desenvolvida

com o propdsito de testar as seguintes hipéteses:

1. A LPMO CV2592 de C. violaceum pode ser produzida com sucesso utilizando
Escherichia coli como sistema de expressao heterdloga;

2. A enzima podera ser purificada a partir do extrato de proteinas intracelulares de
E. coli e apresentar-se funcional, permitindo sua caracterizacdo bioquimica e
bioldgica;

3. A LPMO é ativa contra Candida spp, podendo constituir uma ferramenta

biotecnoldgica no controle deste patdgeno.

4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

Expressar de forma solavel e purificar uma LPMO recombinante de
Chromobacterium violaceum ATCC 12472, a fim de se avaliar a atividade enzimatica e

antifngica da proteina recombinante.

4.2 Objetivos especificos

= Expressar na forma soltvel e purificar a proteina recombinante

= Caracterizar a rCvLPMO-SUMO bioquimicamente

= Auvaliar a atividade de rCvLPMO-SUMO contra espécies de Candida spp.

* Propor um mecanismo de acdo para os efeitos bioldgicos de rCvLPMO-SUMO
sobre Candida spp.

= Avaliar possiveis alteraces morfolégicas nas células de Candida expostas a
rCvLPMO-SUMO.
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Materiais e Métodos

Nesta secao serdo apresentados os materiais e métodos utilizados para a
expressao, purificacdo, caracterizacdo bioquimica e atividade anti-Candida de
rCvLPMO-SUMO
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5 MATERIAIS
5.1 Cepas de bactérias e fungos

Células de E. coli BL21(DE3) foram utilizadas para expressao da proteina de fuséo
rCvLPMO-SUMO. As leveduras patogénicas Candida albicans estirpe ATCC 10231 e
Candida parapsilosis estirpe ATCC 22019 foram cedidas pelo Laboratoério de Proteinas
Téxicas (Labtox) do Departamento de Bioguimica e Biologia Molecular da Universidade
Federal do Ceara. Candida albicans (estirpes ATCC 90028, 64129, 44858 e 90029), Candida
parapsilosis estirpe ATCC 90018 e Candida tropicalis (estirpes ATCC 13083 e 750) foram
provenientes da colecdo do Laboratério de Genética Molecular (LabGeM) do Departamento de
Biologia da Universidade Federal do Ceara. Essas estirpes foram utilizadas nos ensaios de
atividade anti-Candida. Células de E. coli BL21(DE3) transformadas com o vetor pMAL-
c5x:TEV para produgdo da protease TEV utilizadas neste estudo, foram cedidas pelo
Laboratorio de Espectrometria de Massas Aplicada a Proteinas (LEMAP) do Departamento de

Engenharia de Pesca da Universidade Federal do Ceara.

5.2 Plasmideos e sequéncias codificadoras

A sequéncia codificadora sintética referente a ORF CV2592 foi produzida com cddons
otimizados para expressdo em E. coli, sendo retirada a sequéncia correspondente ao peptideo
sinal (Anexos A e B). O inserto foi introduzido em plasmideo pET-SUMO(Invitrogen™), com
0 sitio para protease Trombina trocado para um sitio para a protease TEV (Tobacco Etch Virus).
Todo o processo de sintese dos genes sintéticos e producdo dos plasmideos de expressédo foi

realizado pela empresa GenOne Biotechnologies (http://www.genone.com.br/).

5.3 Reagentes e demais materiais

Para as culturas de bactérias foram utilizados os meios LB agar e LB caldo adquiridos da
empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Para a cultura das leveduras e ensaios de
atividade antifungica utilizou-se o meio de cultura sabouraud dextrose agar para as culturas em
placas e sabouraud dextrose caldo para as culturas liquidas, ambos adquiridos da empresa
Kasvi® (Curitiba, PR, Brasil). Os antimicrobianos utilizados nos ensaios microbiologicos
foram obtidos da empresa Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). Nos experimentos de
eletroforese em gel de poliacrilamida foi utilizado marcador de massa molecular de proteinas

PageRulerTM Prestained Protein (Thermo Fisher Scientific", Rockford, EUA). Para inducéao


http://www.genone.com.br/
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da expressdo da proteina recombinante foi utilizado o IPTG (isopropil-B-D-
tiogalactopiranosideo), um mimetizador molecular da alolactose, metabdlito da lactose que
induz a transcrigé@o do Operon lac, e, por sua vez é utilizado para induzir a expressao de proteinas
cujos genes estdo sob o controle do operador lac. A matriz cromatografica utilizada para
cromatografia de afinidade a cobalto imobilizado foi a HisPur™ Cobalt Resin (Thermo Fisher
Scientific™). Para cromatografia de afinidade em matriz de quitina, foi utilizada a quitina Poly-
[1—4]- B -D-N-acetyl-glucosamine, Pratical Grade de Crab Shells C-7170, (Sigma-Aldrich).

Para realizagdo do ensaio de atividade “peroxidase-like” de LPMO foi utilizado o reagente 2,6
dimetoxifenol (Sigma-Aldrich). Os reagentes iodeto de propidio (Sigma-Aldrich) e diacetato
de 2',7'-diclorofluoresceina - DCFH-DA (Sigma-Aldrich) foram utilizados nos ensaios de
analise de investigacdo da integridade da membrana celular e producéo de espécies reativas de
oxigénio, respectivamente.

Os demais reagentes utilizados foram de grau analitico.
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6 METODOS
6.1 Analises in silico da sequéncia codificadora da ORF CV2592

Todas as sequéncias bioldgicas foram obtidas do banco de dados do NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). O servidor CAZy (http://www.cazy.org/) foi utilizado para

identificar a monooxigenase litica. Os servidores SignalP 5.0

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) e Phobius (http://phobius.sbc.su.se/) foram

utilizados para predizer a presenca de peptideo sinal. O servidor Compute pl/Mw tool

(http://web.expasy.org/compute pi/), integrante da plataforma ExPASy, foi utilizado para

calcular a massa molecular e o ponto isoelétrico (pl). A solubilidade de proteinas no ambiente
intracelular de Escherichia coli foi predita pelo servidor Recombinant Protein Solubility
Prediction, da University of Oklahoma (http://www.biotech.ou.edu/). A arquitetura de

dominios foi analisada através do servidor CDD (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd). WEB
DIiANNA (http://clavius.bc.edu/~clotelab/DIANNA/) foi utilizado para a predicdo da presenca

de pontes dissulfeto na estrutura da proteina.

6.2 Transformacéo de Escherichia coli BL21 (DE3) com o plasmideo pET-SUMO::Cv2592

O plasmideo recombinante pET-SUMO::Cv2592 foi introduzido em células de E.
coli, estirpe BL21(DE3), pelo tratamento com cloreto de calcio, como descrito por Sambrook
et. al. (1989). Ap0s a transformacdo, as células foram recuperadas em 800 pL de meio SOC
pré-aquecido a 37°C e mantidas a mesma temperatura por 1 h 30 min. Entdo, 100 pL das
transformacdes foram aplicados em placas contendo meio LB Agar suplementado com
Canamicina (50 pg/mL). As placas foram incubadas a 37°C por 16 h. Alguns clones
transformados foram selecionados e mantidos em estoque contendo glicerol a 15%, congelados

em nitrogénio liquido e armazenados em ultra freezer a -80°C.
6.3 Otimizacé&o das condi¢fes de cultivo e indugdo da ORF Cv2592

Para otimizar as condigdes de expressdo da proteina recombinante, induges em
pequena escala foram realizadas. Foram avaliados os meios de cultura LB caldo, TB caldo e
HDM caldo a fim de identificar aquele que propiciasse a melhor producdo de proteina
recombinante soltvel. As concentragdes do indutor foram avaliadas para 0,2, 0,3 e 0,4 mM de
IPTG, sendo elegida para inducgdes em larga escala, a menor concentragcdo capaz de induzir a

expressdo de proteina solGvel. Temperaturas de inducéo de 20, 25, 30 e 35 °C foram testadas.
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Além disso, a influéncia do etanol na superexpressdo de proteina recombinante em E. coli
BL21(DE3), também foi investigada. Dessa forma, inducfes em pequena escala foram
realizadas nas concentracfes de 1 a 5% de etanol seguindo protocolo descrito por (CHHETRI;
KALITA; TRIPATHI, 2015). Estabelecidos os parametros ideais de expressdo, células
transformadas com o plasmideo pET-SUMO::CV2592 foram inoculados em 10 mL de meio
LB caldo suplementado com Canamicina (50 pg/mL), e mantidas a 37°C, sob agitacdo orbital
de 180 rpm. Em seguida este pré-indculo inicial foi inoculado em 500 mL de TB caldo (meio
com maior producédo de proteina recombinante) suplementado com Canamicina (50 pg/mL) e
etanol a 3% (v/v) e incubado a 37 °C, sob agitagdo orbital de 180 rpm e as células mantidas
nestas condicdes até que a cultura atingisse densidade Optica de aproximadamente 0,5 a 0,6, no
comprimento de onda de 600 nm. Em seguida, a temperatura foi alterada para 30°C e agitacédo
para 130 rpm, passados 30 min a inducdo da expressdo de rCvLPMO foi iniciada com adi¢éo
de IPTG em uma concentragéo final de 0,2 mM, por 16 h (DE SOUSA et al., 2017).

Ao término do periodo de incubacdo, a cultura foi centrifugada a 6.000 x g, por 10
min a 4°C. O meio de cultura (sobrenadante) foi descartado, os pellets celulares foram
ressuspensos em tampéo de lise Tris-HCI (50 mM) contendo NaCl (150 mM), EDTA (2 mM)
e glicerol 10% (v/v) e as células foram submetidas a lise celular de acordo com o protocolo
descrito por (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989). A fracdo soltvel obtida foi
dialisada e armazenada em freezer a temperatura de -20°C. Os extratos soltvel e insoltvel foram
analisados por SDS-PAGE a fim de se avaliar a expressdo da proteina recombinante nas

diferentes fracdes, i.e., sollvel e insollvel.

6.4 Purificacdo da proteina recombinante

Duas estratégias de purificacdo de rCvLPMO-SUMO foram adotadas, sendo elas a
cromatografia de afinidade a metal imobilizado (IMAC) e a cromatografia de afinidade em
matriz de quitina. Na primeira estratégia a proteina recombinante foi purificada utilizando a
matriz cromatografica HisPur™ Cobalt Resin (Thermo Fisher Scientific™) contendo cobalto
imobilizado, equilibrada com tampéo fosfato de sddio 50 mM, pH 7,4, contendo NaCl 300 mM
e 10 mM imidazol. Proteinas que ndo interagiram com a matriz (Pico I; PI) foram eluidas com
0 tampéo de equilibrio em fluxo de 1 mL/min, sendo coletadas fracdes de 5 mL por tubo, até
gue a absorbéancia a 280 nm do material eluido atingisse valor inferior ou igual a 0,010. Em
seguida as proteinas retidas foram entdo eluidas com tampéo de elui¢do (tampéo fosfato de
sodio 50 mM, NaCl 300 mM e imidazol 150 mM em pH 7,4) em fluxo de 1 mL/min e fragdes
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de 1 mL por tubo de coleta. As fragdes com Azgo > 0,050 foram reunidas e dialisadas contra
tampdo fosfato de s6dio 50 mM contendo NaCl 300 mM e glicerol 10% (v/v), utilizando
membranas de dialise com cut off de 14 kDa.

Para realizacdo da segunda estratégia de purificacdo, o extrato total de proteinas
soluveis foi dialisado contra tampéo acetato de s6dio 50 mM pH 5,2 contendo NaCl 1 M,
durante 20 h, e, posteriormente, centrifugado a 12.000 x g, por 20 min a 4 °C para remover
proteinas que se apresentavam insoluveis ap6s a dialise. O sobrenadante limpido foi aplicado a
uma matriz de quitina (1,7 cm x 16 cm; Chitin Poly-[1—4]-3-D-N-acetyl-glucosamine, Pratical
Grade From Crab Shells C-7170, Sigma-Aldrich), previamente equilibrada com o mesmo
tampdo. A amostra permaneceu em contato com a matriz cromatografica por cerca de 16 h, a
temperatura de 6-8 °C. Proteinas que ndo interagiram com a matriz (Pico I; PI) foram eluidas
com o tampé&o de equilibrio, até que a A2so do eluato fosse menor que 0,050. Em seguida as
proteinas retidas (PIl) foram eluidas com &cido acético 0,1 M. As fragdes do PIl com Azso >
0,100 foram reunidas e dialisadas exaustivamente contra tampdo fosfato de sédio 50 mM
contendo NaCl 300 mM e glicerol 10% (v/v) utilizando membranas de dialise com cut off de
14 kDa. As fragdes obtidas em cada um dos picos, em ambas as estratégias cromatograficas
utilizadas, foram avaliadas por eletroforese em gel de poliacrilamida, de acordo com o

protocolo descrito por (Laemmli, 1970).

6.5 Analises por eletroforese em condic¢Bes desnaturantes (SDS-PAGE)

Proteinas obtidas dos extratos totais, das fracBes coletadas nos ensaios
cromatograficos e/ou a forma purificada da proteina recombinante foram analisadas pela
técnica de eletroforese sob condigdes desnaturantes (SDS) e redutoras (B-mercaptoetanol),
segundo (LAEMMLI, 1970). Os géis de empilhamento, na concentracdo final de 5% de
acrilamida, e de separacdo, na concentracdo final de 15% de acrilamida, foram preparados de

acordo com a tabela abaixo:
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Tabela 1 — VVolume de reagentes para o preparo de géis de poliacrilamida entre placas de vidro

Reagentes Gel de Empilhamento 5%  Gel de Separacéo 15%
H.0 destilada 1,7 mL 1,15 mL
Acrilamida:Bisacrilamida (30:0,8%) 415 mL 2,5mL
Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 - 1,25 mL
Tris-HCI 1,0 M pH6,8 315 pL -
SDS 10% 25 uL 50 pL
Persulfato de Amonio 10% (p/v) 25 pL 50 pL
TEMED 2,5 uL 2 uL

Fonte: Laemmli (1970)

As amostras a serem analisadas foram diluidas em tampdo de amostra [Tris-HCI
0,0625 M, pH 6,8; SDS 2% (m/v); p-mercaptoetanol 5% (v/v), azul de bromofenol 0,001%
(m/v) e glicerol 10% (v/v)], aquecidas a 100 °C por 10 min, resfriadas a temperatura ambiente
e aplicadas ao gel. Quando ndo usadas imediatamente, estas amostras foram armazenadas em
freezer a- 20 °C. As corridas eletroforéticas foram realizadas a tensdo final de 120 V e corrente
constante de 40 mA, em tampéo de corrida Tris-HCI 0,025 M pH 8,3, contendo glicina 0,192
M e SDS 0,1% (m/v). Apo0s a corrida, a presenca das proteinas foi verificada por imersao dos
géis em solucdo corante contendo o reagente Coomassie Brilliant Blue G-250 preparada
segundo protocolo descrito por (DYBALLA; METZGER, 2009).

6.6 Determinagdo da concentragao de proteinas solUveis

A concentracdo de proteinas soluveis foi determinada pelo método descrito por
Bradford (1976), com base em curva padrdo previamente preparada com albumina sérica
bovina (BSA). A leitura das absorbancias foi realizada no comprimento de onda de 595 nm, em
espectrofotobmetro, modelo Genesys 10 UV Scanning (Thermo Fisher Scientific) e a
concentracdo de proteinas foi expressa em miligramas de proteina por mililitro de solucédo
(mgP/mL).
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6.7 Coordenacdo do cobre no sitio ativo de rCvLPMO-SUMO

rCvLPMO-SUMO foi saturada com cobre (Cu(l1)SO4) por incubacdo de uma
solucdo de rCvLPMO-SUMO pura em tampdo fosfato de sédio 50 mM pH 7,4 com excesso
molar de 3 vezes de Cu(I1)SO4 por 30 min a 4°C. O excesso de cobre que ndo foi coordenado
no sitio ativo foi removido passando 1 mL da solugédo de proteina através de uma coluna de
dessalinizacdo PD MidiTrap G-25 (GE Healthcare) pré-equilibrada com tampéo fosfato de
sodio 50 mM pH 7,4. Para garantir que nenhum cobre livre fosse incluido na proteina
dessalinizada, apenas o primeiro mililitro eluido da coluna foi usado nos experimentos de
caracterizacdo. A solucdo de proteina foi armazenada a -20 °C até uso posterior. O

procedimento foi realizado a temperatura ambiente utilizando fluxo por gravidade.

6.8 Digestdo de rCvLPMO-SUMO com a protease TEV

A fim de obter a proteina recombinante pura sem a proteina “tag” SUMO fusionada,
rCvLPMO-SUMO foi digerida utilizando a protease TEV, cujo sitio de clivagem
[ENLYFQ|S(G,A)] foi adicionado & sequéncia do plasmideo pETSUMO::Cv2592 entre as
sequéncias codificadoras da LPMO e da SUMO (anexo B), com o objetivo de separa-las ao
final do processo de purificacdo. A reacdo de digestdo consistiu de uma solugéo contendo 1 mg
de protease TEV para cada 10 mg de rCvLPMO-SUMO em tampdo fosfato de sédio 50 mM,
pH 7,4, incubada a temperatura de 32° C por 3 h (WAUGH, 2011). A proteina recombinante
digerida foi separada da tag SUMO e da protease TEV utilizada na digestdo, por meio de
cromatografia de afinidade a metal imobilizado utilizando a resina Ni Sepharose 6 Fast Flow
(GE Healthcare). Apos a digestéo, a proteina recombinante perde a His tag (fusionada a regido
N terminal da tag de solubilidade SUMO), e por sua vez, também sua capacidade de ligar-se a
resina cromatografica, sendo recuperada na fracdo de proteinas ndo adsorvidas ap6s a mistura
da digestdo ser aplicada na coluna cromatografica, ficando retidas a protease TEV (possui uma
His tag) e a tag de solubilidade proteina SUMO. Em seguida os produtos da digestdo foram
analisados por SDS-PAGE seguindo o protocolo de Laemmli (1970).
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6.9 Caracterizagdo bioquimica
6.9.1 [Espectrometria de massas

A fim de confirmar a expressao da proteina recombinante, as amostras purificadas
de LPMO recombinante (obtida intracelularmente) foram aplicadas em gel de poliacrilamida
SDS-PAGE, as bandas foram recortadas, digeridas com tripsina e os peptideos foram extraidos
do gel de acordo com Shevchenko et al (2007) e submetidas a analise por espectrometria de
massas pela técnica de eletropulverizacdo (electrospray). As analises de LC-MS/MS foram
conduzidas de acordo com a funcdo DDA (Data Dependent Analysis — Analise Dependente de
Dados).

6.9.2 Ensaio de atividade LPMO semelhante a peroxidase

A atividade peroxidasica de rCvLPMO-SUMO purificada foi analisada conforme
relatado por (BRESLMAYR et al., 2018). O ensaio consistiu em uma mistura de reagédo
contendo 860 uL de tampéo de fosfato de sodio 116 mM (pH 7,5), 100 uL de solugdo estoque
de 2,6-dimetoxifenol a 10 mM (Sigma-Aldrich), 20 uL de solucdo estoque de H.O2 a5 mM e
20 pL de rCv2592-SUMO a 0,2 mgP/mL, perfazendo um volume final de reagao de 1000 pL.
Para o branco, a enzima foi desnaturada por incubacdo a 99 °C por 30 min. Esta mistura
reacional (ainda sem proteina) foi incubada em banho-maria a 30° C por 15 min. Logo ap6s, a
proteina recombinante foi adicionada a mistura reacional e incubada por mais 5 min. Ao final
do tempo de incubacéo, a absorbéncia foi verificada em espectrofotometro, modelo Genesys 10
UV Scanning (Thermo Fisher Scientific), no comprimento de onda de 469 nm. Para calcular a
atividade peroxidase-like de LPMO, uma unidade de atividade foi definida como a quantidade
de rCvLPMO-SUMO capaz de formar 1 umol de coerulignona (469 = 53.200 M~'cm™) por

min, sob as condicdes de reacéo utilizadas.

6.9.3 Efeito do pH sobre a atividade enzimética e estabilidade

Para avaliar o efeito do pH sobre a atividade enzimatica de rCvLPMO-SUMO, foi
realizado ensaio conforme descrito no item 6.9.2, em tampéo glicina-HCI 100 mM (pH 3,0),
em tamp&o Mcllvaine (acido citrico-Na2HPQOjy) para faixa de pH 4,0 a 8,0, e em pH 9,0 e 10,0
em tampdo glicina-NaOH 100 mM a 30 °C. Apds incubagédo por 1 h a temperatura ambiente, o

ensaio enzimatico foi conduzido de acordo com o item 6.9.2.
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A fim de avaliar o efeito do pH sobre a estabilidade de rCvLPMO-SUMO, amostras
da enzima foram incubadas com os tamp®es acima descritos por 24 h, a temperatura de 4 °C.
Apos esse periodo, as amostras foram dialisadas contra o tampéo na qual a proteina apresentou
maior atividade e 0 ensaio enzimatico foi realizado conforme descrito no item 6.9.2. A atividade
residual foi comparada com a atividade observada no controle negativo no qual a amostra néo

foi exposta a variagcoes de pH.

6.9.4 Efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica e estabilidade

Para avaliar o efeito da temperatura sobre a atividade enzimética, o ensaio
enzimatico com a rCvLPMO-SUMO foi conduzido em diferentes temperaturas (30 °C a 80 °C
com intervalo de 10 °C).

Para avaliar o efeito da temperatura sobre a estabilidade, amostras da proteina
recombinante foram incubadas em diferentes temperaturas (30 °C a 100 °C com intervalos de
10 °C) por 1 h em banho-maria. Apds a incubacdo, as amostras foram resfriadas e o ensaio de

atividade enzimatica foi conduzido de acordo com o item 6.9.2.
6.9.5 Efeito de ions metalicos e agentes quimicos sobre a atividade enzimatica

Para avaliar o efeito de ions metélicos e agentes quimicos, os ensaios foram
conduzidos adicionando solugdes de AICI3, BaCl,, CdClz, CaClz, CsCl,, PbClz, CoClz, CuCly,
FeCls, LaClz, MgClz, HgCl2, NiCl,, AgCl, RbCIl e ZnCl para concentracdo final de 5 mM,;
EDTA para concentracdo final de 5 mM; SDS para concentragdes finais de 0,5, 1 e 2%; NaCl
para concentracdes finais de 0,5, 1, 1,5, e 2 M; B-mercaptoetanol para concentragéo final de 5
mM e DTT para concentracdo final de 100 mM. A atividade enzimatica foi entdo conduzida de
acordo com o item 6.9.2. A atividade da proteina recombinante tratada foi comparada com a

atividade do controle, amostra livre de ions e agentes quimicos.
6.9.6  Analises de Espectroscopia de Dicroismo Circular

As medidas de dicroismo circular foram realizadas em espectropolarimetro Jasco
(JASCO, Tokio, Japdo), modelo 815, em cubetas cilindricas de quartzo com caminho Optico de
1 cm. Os espectros foram observados no intervalo de 190-240 nm, sob N2 constante, com média

de 8 varreduras.
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A estabilidade térmica também foi avaliada por Espectroscopia de Dicroismo
Circular. Amostras da proteina purificada, na concentracdo de 0,2 mg/mL, foram submetidas,
por 5 min, a diferentes temperaturas entre 20 °C e 95 °C. Em seguida, as amostras foram
resfriadas para 20°C e um novo espectro foi gerado, a fim de se observar se a proteina é capaz

de retornar a sua estrutura nativa.

6.10 Atividades bioldgicas
6.10.1 Efeito de CvLPMO sobre o crescimento de Candida spp

Para analisar a capacidade de rCvLPMO-SUMO de inibir o crescimento de células
planctonicas de espécies de Candida, a técnica de micro diluicdo em caldo foi utilizada, de
acordo com o documento M27-A3 (CLSI, 2008), com modificacdes. A partir de um cultivo de
24 h das leveduras a serem testadas, realizado em agar Sabouraud dextrose para as espécies de
Candida, foi preparada uma suspensdo de inoculo inicial com absorbancia de 0,1 no
comprimento de onda de 600 nm. Em seguida, foram realizadas dilui¢cGes seriadas em caldo
Sabouraud dextrose para obtencdo de indculo final contendo 1 x 103 UFC/mL para as espécies
Candida albicans, Candida parapsilosis e Candida tropicalis. Em microplacas de cultura
celular de 96 pocos, 100 pL de in6culo foram adicionados a 100 pL da solucéo de rCvLPMO-
SUMO para concentracdo final de 1 mgP/mL e realizado dilui¢cdes seriadas nos pocos seguintes
até a concentracdo final de 0,007 mgP/mL. Em seguida as placas com as culturas foram
incubadas por 24 h a uma temperatura de 35 °C (£ 2 °C) em estufa de cultura microbioldgica.
As leituras foram realizadas visualmente pela formacgdo de coldnias no fundo dos pocos da

placa.

6.10.2 Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Letal Minima (CLM) de
rCvLPMO-SUMO

A concentracéo inibitoria minima (CIM) foi definida como a menor concentragdo
das amostras capaz de inibir completamente o crescimento das células de Candida, em
comparagao com o verificado no pogo controle contendo somente o meio de cultura e o inoculo
padronizado (CLSI, 2008). Para obter a CLM, aliquotas de 5 pL de amostras aplicadas aos
pocos onde ndo houve crescimento no ensaio de determinacdo da CIM, foram inoculadas em
meio Sabouraud dextrose 4gar (ROMEIRO; ROMEIRO, 2007). Apds 24 h de incubagdo a 35

(o]

C, foi realizada a contagem das unidades formadoras de colénias (UFC) e a CLM foi
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considerada como a menor concentracdo de rCvLPMO capaz de matar 99,9% das células
testadas(BARON; PETERSON; FINEGOLD, 1994). Os testes foram realizados em triplicata.

6.10.3 Efeito de rCvLPMO-SUMO sobre a formacao e degradacéo de biofilmes de
Candida spp

O efeito de rCvLPMO-SUMO sobre a formacdo de biofilme em Candida albicans
ATCC 10231 e Candida parapsilosis ATCC 22019 foi avaliado pela quantificagcdo da biomassa
produzida pelas células submetidas a acdo de rCvLPMO-SUMO conforme metodologia
descrita por (ARAUJO et al., 2019). Células de C. albicans e C. parapsilosis foram cultivadas
em meio caldo Sabouraud dextrose por 24 h a 35 °C. Ap6s o periodo de incubagdo, um indculo
contendo uma densidade celular de 10° UFC/mL foi preparado, por meio de medida de
absorbancia em comprimento de onda de 600 nm igual a 0,1, que corresponde a uma densidade
em torno de 108 células/mL. Em placas de cultura celular de 96 pocos, 100 pL do in6culo foram
inoculados com a proteina rCvLPMO-SUMO para concentracdes finais de 32 ug/mL (CIM) e
64 ug/mL (CLM) em Candida albicans e para concentracdes finais de 64 ug/mL (CIM) e
128pg/mL (CLM) em Candida parapsilosis. Um controle negativo foi preparado utilizando
solucdo salina (NaCl 0,15 M) tamponada com PBS (50 mM) e um controle positivo utilizando
fluconazol a uma concentracgdo final de 128 pug/mL. As placas com a cultura de células foram
incubadas a temperatura de 35°C sob agitacdo orbital (75 rpm) por 24 h. Apdés as 24 h, a cultura
foi centrifugada a 4.000 g, 4°C, por 10 min, e 0 meio de cultura foi descartado. Os po¢os foram
lavados duas vezes com solucao salina estéril (NaCl 0,15 M) para garantir que apenas o biofilme
formado permanecesse nos pocos. As placas foram secas em estufa de secagem a 35 °C durante
30 min e em seguida foram adicionados 100 puL de uma solugdo aquosa de cristal violeta a 0,4
% (m/v). Apds 45 min de incubacéo, o excesso de cristal violeta foi descartado e 0s pogos foram
lavados duas vezes com solucdo salina (NaCl 0,15 M). O corante remanescente nos pogos,
complexado com o biofilme, foi solubilizado com 200 uL de uma solucdo de acido acético
glacial a 33% (v/v). Ap6s 15 min, as leituras de absorbancia a 570 nm foram feitas usando um
leitor de microplacas automatizado (Epoch, BioTek, EUA). Para o célculo da inibicdo da
formacéo de biofilme considerou-se a absorbancia registrada nos controles positivo e negativo.
Os dados de absorbancia registrados para o controle negativo foram considerados como 100%
da capacidade de formacéo de biofilme.

Para avaliar a capacidade de rCvLPMO-SUMO de degradar um biofilme pré-
formado, aliquotas de 100 pL do in6culo de células (106 UFC/mL) foram incubadas em placas
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de cultura celular de 96 pocos a 35 °C por 24 h sob agitacdo orbital (75 rpm). Apos o periodo
de incubagdo, o sobrenadante contendo o meio de cultura e as células plancténicas foi
descartado e os pogos lavados duas vezes com solucdo salina estéril (NaCl 0,15 M). Ao

biofilme formado nos pocos foram adicionados 200 uL de uma solucao salina estéril (NaCl
0,15 M) tamponada com PBS (50 mM, pH 7,4) contendo rCvLPMO-SUMO para as
concentracgdes finais de 32 ug/mL (CIM) e 64 pg/mL (CLM) para os biofilmes formados por
Candida albicans e para as concentracdes finais de 64 ug/mL (CIM) e 128 ug/mL (CLM) para
os biofilmes formados por Candida parapsilosis. Um controle negativo foi preparado contendo
apenas o indculo de células e a solucdo salina estéril (NaCl 0,15 M) tamponada com PBS (50
mM, pH 7,4). O controle positivo foi preparado a partir do indculo de células e fluconazol na
concentracdo final de 128 pg/mL. As placas foram incubadas por 24 h a 35 °C e em seguida as
solugdes nos pogos foram descartadas, e 0s pogos foram lavados duas vezes com solugéo salina
estéril (NaCl 0,15 M). A biomassa de biofilme remanescente nos pocos foi adicionada uma
solucdo de cristal violeta a 0,4% (m/v) e incubado por 15 min sendo em seguida descartado o
excesso de corante e 0s pogos lavados duas vezes com solugdo salina estéril (NaCl 0,15 M), o
biofilme complexado com cristal violeta foi dissolvido em solucdo de acido acético glacial a
33% (v/v). Apo6s 15 min, as leituras das absorbancias a 570 nm foram feitas usando um leitor
de microplacas automatizado (Epoch, BioTek, EUA). Para o calculo de degradacéo de biofilme
considerou-se a absorbancia registrada nos controles positivo e negativo. Os dados de
absorbéancia registrados para o controle negativo e positivo foram considerados como 0% e
100% respectivamente da capacidade de degradacdo de biofilme.

6.10.4 Efeito do tempo de exposicdo a rCvLPMO sobre a viabilidade de Candida spp.

O efeito do tempo de exposi¢édo foi determinado para as cepas Candida albicans
ATCC 10231 e Candida parapsilosis ATCC 22019, cujo crescimento foi inviavel na presenca
de rCvLPMO-SUMO nas concentracOes testadas conforme descrito por(GIL-ALONSO et al., 2015,
2016) . As cepas foram previamente cultivadas em meio de cultura caldo Sabouraud por 16 h a
35 °C. A partir desta cultura inicial, foi preparado um indculo em caldo Sabouraud 2x
concentrado com uma densidade celular de 10 UFC/mL, e em microtubos estéreis de 2 mL
foram adicionados os indculos e adicionados a proteina rCvLPMO-SUMO para as
concentracgdes finais de 32 pg/mL (CIM) e 64 pg/mL (CLM) em Candida albicans e para as
concentragdes finais de 64 pg/mL (CIM) e 128ug/mL (CLM) em Candida parapsilosis. As

culturas em microtubos foram incubadas a 35 °C e nos tempos de 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, e 24 h
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foram coletadas aliquotas de 5 uL diluidas em série em solucdo salina (NaCl 0,15 M) e
plaqueadas em meio agar Sabouraud para contagem de células viaveis. Como controle foram
utilizadas culturas dos microrganismos testados sem tratamento. O experimento foi realizado
em triplicata. Os resultados foram expressos como média + EPM. A analise de variancia foi

realizada por meio do pds-teste de Dunnett com p < 0,05.

6.10.5 Investigacdo do mecanismo de a¢do de rCvLPMO-SUMO na inibicdo de Candida spp.
6.10.5.1 Investigacdo de integridade membrana celular

Foi investigada a capacidade de rCvLPMO-SUMO atuar causando danos na parede
celular, considerando que esta € uma enzima ativa na despolimerizacdo de quitina, um
polissacarideo presente na parede celular de fungos filamentosos e leveduras. Células das
leveduras patogénicas Candida albicans estirpe ATCC 10231 e Candida parapsilosis estirpe
ATCC 22019 foram utilizadas neste ensaio. O ensaio consistiu na exposi¢do de células da
levedura em suspensdo na densidade de 1 x 10° células por mililitro em 5 mL de caldo
Sabouraud em trés grupos distintos. Ao primeiro grupo, controle negativo, nenhum aditivo
quimico ou tratamento fisico foi realizado, ao grupo tratamento foi adicionada a proteina
rCvLPMO-SUMO na concentracdo letal minima-CLM (64 pg/mL e 128 ug/mL para C.
albicans e C. parasilosis respectivamente), e ao grupo controle positivo foi adicionado etanol
para a concentracao final de 50% (v/v), e incubados a 35 °C por 4 h. Em seguida, as células
foram coletadas por centrifugacéo (4.000 g por 10 min a 4° C), o meio de cultura foi descartado
e o pellet de células foi ressuspenso em 50 pL de solucdo salina estéril (NaCl 0,15 M). Para
analisar a integridade da membrana celular conforme descrito por (JEAN STRUELENS et al.,
2018; KWOLEK-MIREK; ZADRAG-TECZA, 2014a) foi adicionado a suspensdo de células o
fluoréforo iodeto de propidio na concentracdo final de 1 mM e incubada por 15 min ao abrigo
da luz para evitar a degradacédo do fluoréforo. Apds o periodo de incubacéo, as células foram
observadas em microscopio de fluorescéncia (Olympus BX 60 System; comprimento de onda
de excitacdo, 490 nm; comprimento de onda de emissdo, 520 nm). As células com membrana
danificada ou permeabilizada foram observadas por emissdo de fluorescéncia vermelha que se
da pela interagdo do fluor6foro com o DNA das células. Nas células com membrana celular
integra, o fluordforo ndo consegue penetrar nas células e interagir com o DNA, portanto, nestas

células ndo ¢ observada a emisséo de fluorescéncia (ZHANG et al., 2018).
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6.10.5.2 Investigacao de estresse oxidativo pela producdo de espécies reativas de oxigénio

O ensaio de deteccdo de espécies reativas de oxigénio foi realizado usando diacetato
de 2',7'-diclorofluoresceina (DCFH-DA), um corante sensivel a espécies reativas de oxigénio
(ARANDA et al, 2013; MAURYA et al, 2011). Apés incubacdo (4 h, 37
°C) de C. albicans ATCC 10231 e C. parapsilosis ATCC 22019 com 64 pg/mL e 128 ug/mL
de rCvLPMO respectivamente, NaCl 0,15 M (controle negativo) e H.O2 100 mM. Apoés o
periodo de incubacdo as células foram coletadas por centrifugacéo (4.000 g, 4°C por 10 min) e
lavadas com NaCl 0,15 M, coletadas por centrifugagéo, ressuspensas em 50 uL de solucéo
salina esteril (NaCl 0,15 M) e entdo incubadas com DCFH-DA 10 uM a 37 °C por 30 min. As
células foram lavadas duas vezes com NaCl 0,15 M e visualizadas em microscopio de
fluorescéncia (Olympus System BX 60; comprimento de onda de excitacdo, 488 nm;
comprimento de onda de emissdo, 525 nm)(ARAUJO et al., 2019).

6.10.6 Analise de alteracGes morfoldgicas nas células tratadas por Microscopia
Eletrdnica de Transmissao

O ensaio para verificar possiveis alteraces morfologicas foi realizado em C.
albicans e C. parapsilosis. Células de ambas as espécies foram incubadas com rCvLPMO-
SUMO conforme descrito no item 6.10.1. As células tratadas foram preparadas para
visualizacdo por microscopia eletrénica de transmissédo conforme (JAIANA et al., 2022).
Volumes iguais do fixador Karnovsky (glutaraldeido 2,5% e paraformaldeido 4% em tampéo
fosfato de sodio 0,1 M pH 7,4) e da suspensdo de células da levedura na densidade de 10°
UFC/mL, tratadas com rCvLPMO-SUMO e ndo tratadas, foram colocados em microtubos de 2
mL, mantendo-se a mistura a 4 °C por toda a noite até o dia seguinte (BOZZOLA et al, 1999).
Foram realizadas quatro lavagens nas amostras, em que a primeira foi feita com o fixador e as
outras trés lavagens com tampao cacodilato de sédio, 0,2 M, pH 7,2. Entre cada lavagem, as
amostras foram centrifugadas a 4.000 g por 10 min a4 °C e o sobrenadante removido. O “pellet”
obtido foi ressuspenso na lavagem seguinte. Essas lavagens permitem que contaminantes
menores ndo interfiram no campo de visdo, restringindo as observacdes as células de leveduras.
Uma gota do “pellet” obtido na lavagem final foi depositada sobre a grade prépria para MET,
retirando-se 0 excesso com papel de filtro apdés 3 minutos. Em seguida, uma gota do
contrastante, acido fosfotlngstico, foi adicionada; apds 3 min, o excesso foi removido. As

grades prontas foram encaminhadas ao microscopio eletrénico de transmissao (modelo VEGA3
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TESCAN) e visualizadas sob velocidade de aceleracdo de elétrons de 30 Kv em incrementos
acima de 5000x, para que detalhes da morfologia ficassem visiveis.



Resultados e discussao

Nesta secao serdo apresentados os resultados obtidos neste trabalho e a
discusséo destes resultados comparativamente ao estado da arte da pesquisa
com LPMOs

52
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO
7.1 Analises in silico da sequéncia da ORF CV2592

A ORF CV2592 de Chromobacterium violaceum ATCC 12472 codifica uma
proteina da classe AA10 de atividades auxiliares denominada LPMO (Lytic Polysaccharide
Monooxygenase) segundo nomenclatura do CAZY, um banco de dados que descreve as
familias de mddulos cataliticos e de ligacdo a carboidratos estruturalmente relacionados (ou
dominios funcionais) de enzimas que degradam, modificam ou criam ligacGes glicosidicas
(DRULA et al., 2022).

7.1.1 Predic&o de peptideo sinal

A analise no SignalP 5.0 da sequéncia de aminoacidos da LPMO codificada pela
ORF Cv2592 indicou que a proteina apresenta um peptideo sinal putativo na regido N-terminal.
A presenca deste peptideo sinal sugere (figura 6) que a proteina é sintetizada como uma pré-
proteina contendo um peptideo sinal que é reconhecido pela via de secrecdo geral (Sec) de
Chromobacterium violaceum. A proteina CvLPMO codificada por essa ORF é composta por
um total de 386 residuos de amino&cidos com estrutura modular. Seu provavel peptideo sinal é
composto de 23 residuos de aminoacidos em sua extremidade N-terminal, iniciando-se em Met?

e terminando em AlaZ,

Figura 6 — Predicdo do peptideo sinal na sequéncia priméaria da CvLPMO

SignalP-5.0 prediction (Gram-negative): Sequence

SP(Sec/sPT) ——

TAT(Tat/spI) = =
LIPO(Sec/SPIT)
cs
OTHER

08—

Prabability
=

MKLAFMPAGIGIALAGLSGASWAHGTMEVPYNRYVYSCYQEGAESPKTPACQEAKRYGGTQAMYDWNGINDGQ

1l 5555555555555 55585855SS58SCXXANAXNXAXXAXANXKXXXHAXXKXHXXAANXX XX AAXNXXXAXXAAXXX XX XXX XX XX

T T T T T
0 20 40 60
Protein sequence

Fonte: ~ Servidor  SignalP  5.0. Anélise da  sequéncia  priméria da  CvLPMO no

SignalP 5.0 mostrando a presenca de um peptideo sinal constituido de 23 residuos de aminoacidos.
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A predicdo da sequéncia priméaria do peptideo sinal de CvLPMO foi fundamental na projecéo
dos cassetes de expressao destinados ao vetor pET-SUMO:Cv2592. Nessa estratégia, faz-se a
remocao desses residuos e considera-se apenas a sequéncia primaria da proteina madura, ja que
0 objetivo € que a proteina seja expressa e mantida no ambiente intracelular de E. coli para

entdo ser recuperada por meio de lise celular.

7.1.2 Predicdo de dominios

A busca por dominios conservados no CDD (Conserved Domain Database) com a
sequéncia primaria (figura 7) da proteina madura mostrou que a LPMO codificada pela ORF
CV2592 apresenta um dominio catalitico LPMO_10 (numero de acesso no CDD:pfam03067)
referente aos residuos 24 a 205 na regido N-terminal, seguido por um dominio de ligacdo a N-
acetilglicosamina denominado GbpA_2 ( nimero de acesso no CDD: pfam18416) referente aos
residuos 223 a 324, e um dominio de ligacdo a quitina do tipo 1 denominado ChiAl BD
(nimero de acesso no CDD:cd12214) referente aos residuos 340 a 386. A proteina é aqui
referida como CvLPMO e apresenta ponto isoelétrico e a massa molecular monoisotopica

teodrica de 9,1 e 42,2 kDa, respectivamente.

Figura 7 - Representacdo dos dominios conservados na sequéncia priméria da rCvLPMO

>MKLAFMPAGIGIALAGLSGASWAHGTMEVPVNRVYSCYQEGAESPKTPACQEAKRVGGTQA
MYDWNGINQNPPGDNHQAVVPDGMLCAAGQSKFKGFNLARTDWPATNIVPNASGNFEFIYKA
PAPHATKYFRFYVTKNGWNPSQPLKWSDLELFGTYNGNPPLDASQRYHMTMKLPTGKTGRHI
IYNVWKRSDSEEAFYSCSDVNFGNGGPQPEPPPISNPWKEVGSVTAHENLPNKSSVTLRIFD
GSGRDVESHKVDLSATTGQAANWPYELGVKVNASSQIGRIGVISSKQRTVTINPVRSATANR

VHLNERYSGYRYQIDIKKGDDGVTR P PAGD AHREGVAYAVEQVVSYONRRYRCLOARTAVG

Peptideo sinal Dominio LPMO 10
Dominio GbpA 2 I pominio ChiAl BD

Fonte: elaborado pelo autor. Na cor amarela esta o peptideo sinal (residuos 1-23) da CvLPMO, na cor azul esta
representado o dominio LPMO_10 (residuos 24-205), na cor verde o dominio GbpA_2 (residuos 223-324) e na
cor lilas estéo os residuos do dominio de ligagdo a quitina ChiAl1_DB (residuos 340-386).

O servidor DIANNA 1.1 web server foi utilizado para predizer a presenga de pontes

dissulfeto na estrutura de CvLPMO. 5 residuos de cisteinas em sua estrutura primaria e duas


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Search&doptcmdl=GenPept&db=cdd&term=pfam03067
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pontes dissulfeto preditas para estrutura tridimensional sendo uma entre os residuos Cys*’ e
Cys®? (NRVYSCYQEGA - EAFYSCSDVNF) e outra entre os residuos Cys®’ e Cys®®?
(PDGMLCAAGQS - NRRYRCLQAHT) foram detectadas.

7.2 Otimizagéo das condicdes de cultivo

A anélise por SDS-PAGE dos extratos totais de proteinas sollveis das inducdes em
diferentes temperaturas revelou diferencas visualmente distinguiveis nos niveis de expressao
de rCvLPMO-SUMO. A temperatura de inducdo de 30 °C produziu o melhor resultado em
relacdo a producéo de proteina recombinante soltvel (figura 8-B), quando comparado a inducéo
nas temperaturas de 20 e 25 °C (figura 8-A), no entanto, é visivel que mesmo em condicGes
otimizadas de temperatura, uma grande parte da proteina recombinante se mantém insoltvel na

forma de corpos de inclusé&o.

Figura 8: Analise em gel de SDS-PAGE da inducdo piloto da expressdao de rCvLPMO-SUMO, para
determinacédo da temperatura 6tima de inducao.
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Fonte: elaborado pelo autor. (A) inducdes nas temperaturas de 20 e 25 °C em (B) induc@es nas temperaturas de
30 e 35 °C. Em (A) M-marcador de peso molecular; 1- ETS controle (20°C); 2- ETS induzido (20°C); 3- ETI
controle (20°C);4- ETI induzido(20°C); 5-- ETS controle (25°C); 6- ETS induzido (25°C); 7- ETI controle (25°
C); 8- ETI induzido (25°C). (B) M-marcador de peso molecular; 1- ETS controle (30°C); 2- ETS induzido (30°
C); 3- ETI controle (30°C);4- ETI induzido(30°C); 5- ETS controle (35°C); 6- ETS induzido (35°C); 7- ETI
controle (35°C); 8- ETI induzido (35°C). Os quadros vermelhos indicam a banda referente a proteina
recombinante.
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Os diferentes meios de cultura testados (LB caldo, TB e HDM) mostraram
performances variadas quanto a produgédo de proteina recombinante. LB é o meio de cultura
mais comumente utilizado para o cultivo de E. coli, mas o crescimento celular estaciona em
baixa densidade devido a presenca de quantidades escassas de carboidratos
e cations bivalentes neste meio de cultura (SEZONOV; JOSELEAU-PETIT; D’ARI, 2007).
Assim, é provavel que o aumento da quantidade de peptona ou extrato de levedura e
suplementacdo de céations bivalentes leve a densidades celulares mais altas (RATON; NEW;
WASHINGTON, 2004; STUDIER, 2005). No entanto, outros meios de cultura podem, em
casos especificos, apresentar melhores resultados. No caso de rCvLPMO-SUMO, o meio TB
(Terrific Broth) apresentou melhor performance na producdo de proteina recombinante, isso
pode ser explicado pelo fato deste meio ser muito rico em nutrientes, pois sua formulacao
contém concentracdes aumentadas de triptona, extrato de levedura e glicerol como fonte de
carbono, e por isso possibilita uma maior densidade celular quando comparado ao LB
caldo(SHAFIEE; RABBANI; JAHANIAN-NAJAFABADI, 2017). Em um estudo com um
pequeno peptideo (LI et al., 2009) demonstraram gque uma cultura de alta densidade celular
utilizando meio Terrific Broth, apresentou uma massa Umida dez vezes maior do que a obtida

em caldo LB.
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Figura 9: Analise em gel de SDS-PAGE de inducdo piloto da expressao de rCvLPMO-SUMO, para
determinacdo da melhor condigdo de cultivo (meio de cultura e concentracdo de etanol) para producdo da
proteina recombinante.

Fonte: elaborado pelo autor. (A) induc6es em meio de cultura LB caldo; (B) induces em meio de cultura TB caldo
e em (C) inducbes em meio HDM caldo. Em (A), (B) e (C) M-marcador de peso molecular; 1- ETS controle- 0%
etanol; 2- ETS induzido- 0% etanol; 3- ETS induzido- 1% etanol; 4- ETS induzido- 2% etanol; 5- ETS induzido-
3% etanol; 6- ETS induzido- 4% etanol; 7- ETS induzido- 5% etanol. Os quadros vermelhos indicam a banda
referente a proteina recombinante.
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A producdo de proteinas recombinantes soliveis em um hospedeiro simples como
E.coli pode ser um desafio, pois muitas proteinas sdo expressas e formam corpos de incluséo
altamente insoluveis, dificultando a recuperacao de proteinas bioativas (SINGHVI et al., 2021).
Por este motivo, ha um grande interesse no desenvolvimento de protocolos de expresséo
heter6loga que aumentem a expressdo de proteinas solUveis ou a recuperacdo de proteinas a
partir de corpos de inclusdo. Dessa forma (CHHETRI; KALITA; TRIPATHI, 2015)
desenvolveram um protocolo de expressdo de proteinas recombinantes utilizando etanol como
agente indutor de superexpresséo de proteina solivel. O mecanismo pelo qual esse aumento de
expressdo ocorre ndo é conhecido, mas (CHHETRI; KALITA; TRIPATHI, 2015) sugerem que
o etanol pode exercer um efeito semelhante ao choque térmico levando a producdo de
chaperonas moleculares que podem auxiliar no correto dobramento de proteinas (BARROSO;
ELHOLM; FLATMARK, 2003; KUSANO et al., 1999; THOMAS; BANEYX, 1996) e, portanto,
acarretando em aumento de expressdo de proteina soltvel. O efeito do etanol na superexpressao
de rCvLPMO-SUMO foi analisado em cada um dos meios testados e a concentragdo de 3%
(v/v) de etanol em meio de cultura Terrific Broth apresentou o melhor resultado em relacdo a
expressao de proteina recombinante na fracdo sollvel, resultado semelhante ao encontrado por
(CHHETRI; KALITA; TRIPATHI, 2015).

7.3 Expresséo de rCvLPMO-SUMO

Células de E. coli BL21 (DE3) foram eficientemente transformadas com o
plasmideo pET-SUMO:CV2592, inoculadas em placas de LB &gar suplementado com
Canamicina (50ug/mL) e ap6s 16h de incubacdo numerosas colénias foram observadas. A
expressdo da ORF CV2592 codificando a LPMO recombinante foi alcangada com sucesso pela
adicdo de IPTG na concentracdo de 0,2 mM em meio de cultura TB caldo durante 16 h a
temperatura de 30 °C. A atividade “peroxidase-like” de LPMO foi detectada no extrato total
soltvel de proteinas das células induzidas confirmando a presenca da LPMO recombinante na
sua forma ativa. Uma pequena atividade no extrato total solivel de proteinas das inducdes
controle ndo induzidas foi detectada, no entanto, essa atividade pode ser explicada pelo
vazamento na expressao (“leaky expression”), ou seja, expressao sem adi¢ao do indutor IPTG.
E proposto na literatura que o vazamento de expressdo é uma caracteristica dos sistemas de
expressdo controlados pelo Operon lac, sendo relacionado a uma possivel resposta ao
esgotamento de nutrientes no meio de cultura(GROSSMAN et al., 1998). A expressdo de

rCvLPMO-SUMO foi observada por eletroforese pela presenca de uma banda proeminente
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correspondendo a massa molecular monoisotopica tedrica de 54,9 kDa nos extratos totais
induzidos soltveis (ETS) e insoltveis (ETI) (Figura 10), sendo possivel observar que a maior
parte da proteina recombinante foi encontrada na fracdo insolivel na forma de corpos de

inclusao.

Figura 10: Eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) em condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE), evidenciando

o perfil de proteinas em diferentes extratos.

kDa

10

Fonte: elaborada pelo autor. (M) o marcador de peso molecular, (1) ETS néo induzido, (2) ETS induzido, (3) ETI
ndo induzido e (4) ETI induzido. Os quadros vermelhos indicam a banda referente a proteina recombinante.

7.4  Purificagdo de rCvLPMO-SUMO

Considerando que o plasmideo pET-SUMO adiciona a proteina expressa uma
sequéncia (6x His) correspondente a uma cauda “fag” de histidina, que possui alta afinidade
de ligacdo a ions metalicos como cobre, cobalto e niquel. Proteinas expressas com a 6xHis tag
podem ser purificadas por meio de cromatografia de afinidade a ion metélico imobilizado
(IMAC). Em geral, o niquel 11 (Ni?*) é o ion metalico mais utilizado por possuir alta capacidade
de ligagdo com a tag 6xHis (YOUNG; BRITTON; ROBINSON, 2012). No entanto, neste caso
uma matriz contendo cobalto imobilizado apresentou maior grau de pureza, quando comparada
com as resinas contendo niquel imobilizado. A aplicacdo de 30 mL de um extrato total soltvel
numa matriz de afinidade a cobalto imobilizado resultou em dois picos, P1 e P2 correspondendo

as proteinas ndo adsorvidas e adsorvidas a matriz, respectivamente (Figura 11).



60

Figura 11: (A) perfil cromatogréafico da Cromatografia de Afinidade a Metal Imobilizado (IMAC); (B) eletroforese

em gel de poliacrilamida sob condi¢es desnaturantes na presenca de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE).
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Fonte: elaborado pelo autor. (M) marcador de peso molecular; (1) extrato total solivel de proteinas aplicados na
matriz cromatografica; (2) pico P1 correspondente a fracdo de proteinas ndo adsorvidas & matriz e (3) pico P2
correspondente a fracdo de proteinas adsorvidas.

A andlise por SDS-PAGE das fracdes obtidas, demonstrou a presenca de uma banda
proeminente de massa molecular aparente de 56 kDa presente no ETS aplicado, a qual ndo foi
observada no pico 1, correspondente a fracdo de proteinas ndo adsorvidas, eluidas com tampéao
de equilibrio (fosfato de s6dio 50 mM contendo NaCl 300 mM e imidazol 10 mM em pH 7,4),
e presente na forma de uma banda Unica na fracdo de proteinas adsorvidas eluidas com tampéao
de eluicdo (fosfato de s6dio 50 mM contendo NaCl 300 mM e imidazol 150 mM em pH 7,4)

correspondente ao pico 2. Dessa forma rCvLPMO-SUMO foi purificada com sucesso.

Cromatografia de Afinidade em Matriz de Quitina foi realizada a fim de confirmar
a funcionalidade do dominio de ligacdo a quitina ChiAl_BD predito pelo CDD (Conserved
Domain Database). O pico nao retido (PI), eluido com o tampao de equilibrio (acetato de sodio
50 mM pH 5,2 contendo NaCl 1M), foi recuperado em aliquotas de 10 mL a um fluxo constante
de 1 mL/min. Ja o pico retido (PII), eluido com acido acético 0,1 M, foi recuperado em aliquotas
de 1,5 mL a um fluxo constante de 1 mL/min. A presenca de proteinas nas fracdes obtidas foi



61

monitorada ao longo de todo processo cromatografico, por leitura das absorbéncias em

espectrofotdmetro no comprimento de onda de 280nm, como representado na Figura 12-A.

Figura 12: (A) perfil cromatografico de Cromatografia de Afinidade em Matriz de Quitina; (B) eletroforese

em gel de poliacrilamida em condi¢des desnaturantes na presenca de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE)

A B

N 2 3
180 —
130

P11-57 P1 190 - =

g 23 B b

= o - —_

& 1.0- =

s [

2 25 W -

B Tampao de ———

5 0.54 eluigdo p,

®

g ﬂ 15

o
o
|

:

1 1
0] 50 100 150
Fragoes 10

Fonte: elaborado pelo autor. (M) marcador de peso molecular, (1) o extrato total soltivel de proteinas aplicados
na matriz cromatogréfica; (2) o pico P1 correspondente a fracdo de proteinas ndo adsorvidas na matriz e (3) o

pico P2 correspondente a fragdo de proteinas adsorvidas.

7.5 Dosagem de proteinas e rendimento

A dosagem de proteinas foi realizada utilizando o método de Bradford
(BRADFORD, 1976). O rendimento proteico observado para a rCvLPMO-SUMO quando
purificada por Cromatografia de Afinidade a Metal Imobilizado foi de 9,3%, o que corresponde
a 6,3 mg de proteina obtida a partir de um extrato total de proteinas soltveis contendo 67,5 mgP
produzida em 1000 mL de cultura. Quando purificada por Cromatografia de Afinidade em
Matriz de Quitina o rendimento observado foi de 6,2% correspondendo a um total de 4,2 mgP

por litro de cultura.
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7.6  Digestao de rCvLPMO-SUMO com protease TEV

O plasmideo pET-SUMO utilizado como vetor de expressdo da ORF CV2592, que
produz uma proteina denominada neste trabalho como rCvLPMO, adiciona a regido C-terminal
da proteina recombinante a proteina de fusdo SUMO (Small Ubiquitin-like Modifier) cuja
funcdo neste caso é aumentar a estabilidade proteica. As proteinas recombinantes expressas
em E. coli podem ndo se dobrar adequadamente, formando agregados e precipitando
como corpos de inclusdo (BURGESS, 2009). Essa insolubilidade pode ser devido a presenca
de codons lidos de forma ineficiente por E. coli, diferencas entre os ribossomos eucaridticos e
procariéticos, ou auséncia de chaperonas moleculares apropriadas para o dobramento adequado
de proteinas. Portanto, para purificar essas proteinas pode ser necessario fundir a proteina de
interesse com um marcador de solubilidade, como SUMO ou MBP (Maltose Binding Protein)
para aumentar a solubilidade da proteina. A proteina SUMO pode ser posteriormente clivada

da proteina de interesse usando uma protease especifica, como a Ulpl peptidase. Neste caso,

um sitio para protease TEV foi adicionado a sequéncia codificadora de rCvLPMO-SUMO para
que a proteina SUMO pudesse ser clivada ao final do processo de purificacdo, e assim foi feito
com sucesso, conforme metodologia descrita anteriormente no item 6.8. O resultado da reacédo

de digestdo é mostrado na figura 13.


https://en.wikipedia.org/wiki/Ulp1_peptidase
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Figura 13: Eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) em condicdes desnaturantes (SDS-PAGE) do resultado da
digestdo de rCvLPMO-SUMO com a protease TEV.
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Fonte: elaborada pelo autor. (M) o marcador de peso molecular; (1) rCvLPMO-SUMO purificada; (2) protease
TEV purificada; (3) reagdo de digestédo de rCvLPMO-SUMO com protease TEV, as trés bandas correspondem de
cima para baixo a rCvLPMO, protease TEV, e proteina SUMO; (4) protease TEV+SUMO separadas de CvLPMO
por cromatografia de afinidade a metal imobilizado (IMAC); e (5) rCvLPMO purificada sem a proteina SUMO

7.7 Atividade “peroxidase-like” de LPMO

A atividade “peroxidase-like” de LPMO foi detectada por meio de ensaio utilizando
0 substrato 2,6 dimetoxifenol (2,6 DMP) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) conforme
metodologia descrita por (BRESLMAYR et al., 2018). Neste ensaio o substrato sofre acdo
oxidativa da LPMO produzindo um intermediario 1-hidrocoerulignona que sofre uma segunda
reacdo de oxidacdo e produz a coerulignona como produto final. A coerulignona é um produto
cromogénico que pode ser detectado por espectrofotometria, com pico de absorbancia em
comprimento de onda de 469 nm e apresenta um coeficiente de extingdo molar de 53.200
M~tcm™. Assim, monitora-se a atividade da enzima medindo-se a formac&o de coerulignona

neste ensaio aplicando a lei de Lambert-beer.
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Figural4: Ensaio de atividade “peroxidase-like” de LPMO com rCvLPMO-SUMO purificada.
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Fonte: elaborada pelo autor. Em 1.1, 1.2 e 1.3 triplicatas da reacdo desenvolvida na presenga de rCvLPMO-SUMO
inativada por aquecimento a 99 °C por 10 min (controle); em 2.1, 2.2 e 2.3 triplicatas da reagdo contendo
rCvLPMO-SUMO nativa e funcional.

Uma unidade de atividade de LPMO foi definida como a formagao de 1 umol de
coerulignona (e469=53.200 M~cm™) por minuto sob condicdes de reacdo. A proteina
rCvLPMO-SUMO purificada apresentou uma média de atividade especifica de 467,5 U/mgP,
enquanto o extrato total soltivel de proteinas apresentou uma média de atividade especifica de
117,3 U/mgP em pH 7,0 e temperatura de 30 °C (figura 15).

Figural5: Grafico de atividade “peroxidase-like” de LPMO de rCvLPMO-SUMO.
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Fonte: elaborado pelo autor
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Analise por Espectrometria de Massas de rCvLPMO-SUMO
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Para confirmar a identidade da LPMO recombinante, rCvLPMO-SUMO, a banda
Unica da fracdo P2 (figura 9 B) referente a proteina recombinante foi excisada do gel de

poliacrilamida e analisada por espectrometria de massas. Os peptideos identificados (tabela 1)

(quatorze no total) cobriram 45,3% da sequéncia da LPMO recombinante, e foram 100%

idénticos a sequéncia de aminoécidos ja conhecida (Figura 16).

Tabela 2- Peptideos identificados por LC-ESI-MS/MS (liquid chromatography - electrospray ionization -
tandem mass spectrometry) da sequéncia de aminoacidos de rCVV2592, referente a banda de 56 kDa (P2) da

figura 12-B
Massa (Da) Sequéncial Cobertura da
Peptideo sequéncia (%)
Experimental ~ Calculada
1 4028.784 3942.32 VGGTQAMYDWNGINQNPPG 10,36
DNHQAVVPDGMLCAAGQSK®*
2 2379.1133 2380.56  'WSDLELFGTYNGNPPLDASQR?!" 5,44
3 2119.0586 2120.35  #8VDLSATTGQAANWPYELGVK?8 5,18
4 1738.8638 1739.91 S0EGVAYAVGQVVSYQNR?®™ 4,14
5 1637.7797 1638.76 3KGDDGVTPPPAGDAWR®?® 4,14
6 1509.6847 1510.58 3GDDGVTPPPAGDAWR??® 3,88
7 1493.7474 1494.62 Z2EVVGSVTAHENLPNK?46 3,62
8 1071.5865 1072.27 1OHITYNVWK?® 2,07
9 930.4883 931.02 Z9Y/NASSQIGR?® 2,33
10 898.5236 899.06 SOTVTINPVR3Y 2,07
11 815.429 815.93 324\/WLNER3 1,55
12 778.4225 778.90 3BYQIDIK3*2 1,55
13 702.4276 702.85 29IGVISSKQ3 2,07
14 676.3657 676.77 "GFNLAR?®? 1,55

10 nGimero antes e depois de cada sequéncia indica a posicdo dos respectivos residuos (relativo a Met') na
sequéncia de aminoacidos correspondente no NCBI

Fonte: elaborada pelo autor
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Figural6: Peptideos tripticos identificados por espectrometria de massas na sequéncia de rCvLPMO-SUMO

MKLAFMPAGIGIALAGLSGASWAHGTMEVPVNRVYSCYQEGAESPKTPACQEAKR®
VGGTQAMYDWNGINQNPPGDNHQAVVPDGMLCAAGQSK*FKGFNLARTDWPAT
NIVPNASGNFEFIYKAPAPHATKYFRFYVTKNGWNPSQPLK®WSDLELFGTYNGN
PPLDASQR!"?YHMTMKLPTGKTGR**°HIIYNVWK'*®RSDSEEAFYSCSDVNFGNGG
PQPEPPPISNPWKEVGSVTAHENLPNKSSVTLRIFDGSGRDVESHK?8VDLSATTG
QAANWPYELGVK?88289NASSQIGR?%/29IGVISSKQR3EOTVTINPVR3SATANR?
25%/WLNER?°YSGYR®3#YQIDIK34?343K GDDGVTPPPAGDAWRS3S¥SEGVAYAVGQV
VSYQNR®**RYRCLQAHTAWVGAGWTPSTTPALWTPV

10 nGimero antes e depois de cada sequéncia indica a posicdo dos respectivos residuos (relativo a Met?) na
sequéncia de aminodcidos correspondente no NCBI

Fonte: elaborado pelo autor

7.9  Analises de Espectroscopia de Dicroismo Circular

A técnica de espectroscopia de dicroismo circular (CD) baseia-se na absor¢édo
diferenciada da luz circular polarizada a esquerda e a direita por cromdéforos que ou possuem
quiralidade intrinseca ou sdo colocados em ambientes quirais. Proteinas possuem uma série de
cromoéforos que podem dar origem a sinais de CD caracteristicos, com pequenas alteraces
exclusivas de cada proteina em estudo. Na regido do ultravioleta distante (240-180 nm), que
corresponde a absorcédo da ligacdo peptidica, o espectro de CD pode ser analisado para predizer
o perfil de estruturas secundarias, como o conteudo de hélices a e folhas B, de determinada
proteina (KELLY; PRICE, 2005). A forma da curva do espectro, bem como os comprimentos de
onda maximo e minimo de emissdo, fornecem informac@es estruturais da proteina. Assim, por
exemplo, os picos presentes na faixa de comprimento de onda de 200-250 (UV-distante) sdo
geralmente caracteristicos de um espectro em forma de “W”, com picos em torno de 222 ¢ 208
nm, sendo indicativo da presenca de estruturas em hélice a. Ja um espectro em forma de “V”,
com pico em torno de 217-220 nm, indica a presenca de estruturas em folha . Varreduras no
intervalo de comprimento de onda de 250 a 300 nm podem fornecer informacgfes sobre a
estrutura terciaria (RANJBAR; GILL, 2009).
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Figura 17: Analise do perfil de estruturas secundarias de rCvLPMO por espectroscopia de dicroismo circular

— Nativa (20 °C)

— Desnaturada (95 °C)

CD [mdeqg]
O
1

— Apos desnaturagio (20°C)

-104

'15 1 1 1 I
190 200 210 220 230 240

Comprimento de onda [nm]

Fonte: elaborado pelo autor

Além de fornecer dados sobre estrutura secundaria, a espectroscopia de dicroismo
circular é bastante utilizada para acompanhar a estabilidade de uma proteina quando submetida
a diferentes temperaturas, pois 0s espectros da proteina enovelada e em sua conformacéo
desnaturada sdo bem diferentes. Na Figura 18 pode-se observar a transicdo para a desnaturagdo
da rCvLPMO, onde as amostras foram incubadas por 5 min, a diferentes temperaturas entre 20
e 95°C, com intervalos de 5 °C. A desnaturacdo da rCvLPMO expressaem E. coli foi observada

em temperaturas a partir de 74,9 °C, quando o espectro tende a zero.

Figural8: curva de desnaturacéo térmica de rCvLPMO na faixa de 20 a 95 °C
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Fonte: elaborado pelo autor
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7.10 Efeito do pH sobre a atividade e estabilidade de rCvLPMO

A proteina recombinante foi incubada em diferentes condigdes de pH a fim de se
investigar seus efeitos sobre atividade e estabilidade enzimaticas. rCvLPMO-SUMO
apresentou atividade em uma ampla faixa de pH (pH 3 a 10), com atividade étima registrada
em pH 7,0 seguindo metodologia descrita por (BRESLMAYR et al., 2018). Os percentuais de
atividade relativa foram calculados considerando a atividade em pH 7,0 como 100% de
atividade de rCvLPMO-SUMO. Ap6s incubacdo por 24 h em tampdes na faixa de pH 3,0 a

10,0, a LPMO manteve-se ativa, demonstrando excelente estabilidade frente a variacdo de pH.

Figura 19 - Efeito da variacéo de pH sobre a estabilidade e atividade enzimatica de rCvLPMO-SUMO
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Fonte: elaborado pelo autor

A atividade LPMO 6tima em pH 7,0, ocorre em diversas LPMOs, como demonstrado por
(BHATIA; YADAV, 2021) para uma LPMO de Aspergillus orizae e (HEGNAR et al., 2019)

em uma LPMO do fungo Gloeophyllum trabeum.
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7.11 Efeito da temperatura sobre a atividade e estabilidade de rCvLPMO-SUMO

As temperaturas Otimas para atividade enzimética e a estabilidade da proteina
recombinante também foram investigadas. A rCvLPMO-SUMO apresentou atividade
enzimatica 6tima a 50 °C. Apos incubacdo por 1 h na faixa de temperatura de 30 a 80 °C, a
rCvLPMO-SUMO manteve sua atividade enzimatica acima de 95 % até 60 °C, sendo inativada
gradativamente, com perda de 30% da atividade a 70 °C, mais de 75% a 80 °C e 100% a 100
°C (Figura 20).

Figura 20 - Efeito da variacéo de temperatura sobre a estabilidade e atividade enzimatica de rCvLPMO-SUMO
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Fonte: elaborado pelo autor

Os dados de temperatura 6tima e termoestabilidade registrados nestas analises,
corroboram com os dados obtidos nas andlises de espectroscopia de dicroismo circular, nos
quais a LPMO recombinante teve seu perfil de estruturas secundarias avaliado para diferentes
temperaturas a fim de se determinar a Tm (Temperatura de melting), e, portanto, o limite de
temperatura em que a enzima teoricamente é capaz de apresentar alguma atividade. Muitas
LPMOs tem sido relatadas na literatura com temperatura étima de atividade entre 40 e 60 °C,
como demonstrado por (EIJSINK et al., 2019) e (GRIECO et al., 2020) para a LPMO do fungo
Myceliophthora thermophila. Em termos de termoestabilidade rCvLPMO-SUMO demonstrou
ser termoestavel em faixa de temperaturas proxima a relatada por (LO LEGGIO et al., 2018)
para uma LPMO de Aspergillus fumigatus e maior termoestabilidade quando comparada a
LPMO do fungo Talaromyces cellulolyticus estudada por (ZHANG et al., 2019). Além disso ha
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descrito na literatura algumas dessas enzimas com hipertermoestabilidade, estaveis em
temperaturas maiores que 100 °C, como a LPMO de Aspergillus oryzae estudada por (BHATIA;
YADAYV, 2021), que apresenta estabilidade numa faixa de temperatura de 40 a 140°C e
atividade 6tima a 100 °C e a LPMO recuperada de um metagenoma por (TUVENG et al., 2020)
que apresenta temperatura de melting de 83 °C, e é cataliticamente ativa a temperaturas de pelo

menos 80 °C.

7.12 Efeitos dos metais e aditivos quimicos sobre a atividade de rCvLPMO

Os ensaios de atividade “peroxidase-like” de LPMO na presenca de ions metalicos,
demonstraram que alguns ions reduziram significativamente (p < 0,05) a atividade enzimatica
de rCvLPMO, sendo esta diminui¢do em torno de 60% da atividade da enzima para o0s ions
Cu?*e Pb?* e uma diminuicdo em torno de 95% da atividade para os ions Fe®*, Ag*e Hg?*. A
enzima apresentou a maxima modulacdo positiva de atividade com aumento de 16,93% na
presenca do fon Mg?*, seguido do ion Co?* com 9,22%. Um perfil similar a rCvLPMO-SUMO
foi descrito por (AGRAWAL et al., 2010) para a LPMO (PMO9D_SCYTH) do fungo

termofilico Scytalidium thermophilum

Figura 21- Efeito de ions metalicos na atividade enzimatica de rCvLPMO-SUMO

150

* * * *
100 __ -k * _ _ *
= ]
*
* *
=
I 1 I I I ] | 1 I

QJ\"1«\‘]/\"1/\“3\%\"L\%\‘b\"]/\“b\ﬂ/\"b\\\'b(')\\"],
O\OOOOO OOOOOOOOO @)
SEF TP AT P T o SRS S EE ¥

Atividade relativa (%)
3
]

o
|

fons metalicos (5mM)

Fonte: elaborado pelo autor



71

Esses resultados podem ser explicados pelo fato de as LPMOs serem metaloenzimas conhecidas
por conter cobre (Cu?*1*) em seu sitio ativo e utilizarem um sistema rebote de oxigénio de
cobre-oxil (KIM et al., 2014) para oxidar a quitina cristalina. Além disso, as LPMOs
demonstraram ser capazes de ligar Ca?*, Mg?*, Fe**, Co** e Zn?* em seu sitio ativo, o que leva
a uma alteracdo na dindmica de interagdo com o substrato, conforme determinado por
Ressonancia Magnética Nuclear (AACHMANN et al., 2012). A influéncia do ion Hg?* na
conformacao e atividade de uma B-N- acetyl- D-glucosaminidase de Panneus vannamei Boone
foi investigada por (LIN et al., 2005). Os dados indicam que um fon Hg?* se liga a cada
molécula da enzima levando a perda da atividade e que a inibicdo total e irreversivel da enzima
se da pela interacio do fon bivalente Hg?* com o grupo sulfidrila de residuos de cisteina
presentes no sitio ativo da enzima. Em um estudo com uma glicosil hidrolase da familia 18,
(RAMAKRISHNA et al., 2018) propdem que, ions de metais pesados como Hg?*, sdo agentes
perturbadores da estrutura terciria de proteinas por reagirem com grupos sulfidrila presentes
nas cadeias laterais de residuos de cisteina, causando perda de atividade. Considerando que a
LPMO nativa apresenta duas pontes dissulfeto preditas, é possivel que a perda quase total de
atividade de rCvLPMO-SUMO na presenca de 5 mM dos ions metalicos Fe**, Ag*e Hg?" se dé
pela perturbagdo dos residuos de cisteina que formam as pontes de dissulfeto presentes na
estrutura tridimensional da proteina. Quanto aos agentes quimicos testados, é possivel observar
na figura 20, que concentragdes crescentes do surfactante aniénico SDS (0,5, 1 e 2%) causaram
reducdes significativas (p<0,05) na atividade enzimatica de rCvLPMO-SUMO, sendo a enzima
completamente inibida na maior concentracdo testada. Na presenca do agente quelante EDTA
(5 mM) a atividade enzimatica de rCvLPMO-SUMO foi completamente inibida. A atividade
enzimatica foi reduzida em 31,55 e 83,71 % na presenca do agente redutor DTT nas
concentracdes de 5 e 50 mM, respectivamente, e, completamente inibida na concentracdo de
100 mM.
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Figura 22- Efeito de aditivos quimicos sobre a atividade enzimética de rCvLPMO-SUMO
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O SDS é um detergente anidnico que pode se ligar aos residuos de aminoacidos das
proteinas e gerar mudancas na sua conformacao, consequentemente, levando-as a desnaturacao
e perda de atividade. Diversos estudos demonstram que o SDS pode se ligar em baixas
concentracfes ao estado nativo de proteinas como a albumina sérica bovina (KRACH-
HANSEN; CHUANG; OTAGIRI, 2002), B-lactoglobulina (HANSTED et al., 2011) , e
lisozima (YONATH et al., 1977). Portanto, a completa inibi¢do de rCvLPMO-SUMO na
presenca de SDS (2%) e diminuigéo de atividade nas concentracdes de 0,5 e 1%, podem ser
explicadas pela desnaturacdo da enzima frente ao agente surfactante. O EDTA é um agente
guelante que se complexa a diversos ions metalicos. Considerando que as LPMOs sdo
metaloenzimas dependentes de cobre, a inibicdo de rCvLPMO na presenca de 5 mM de EDTA
pode ser explicada pela perda do fon Cu?* complexado na cinta de histidina conservada em
todas as LPMOs e que apresenta papel central no mecanismo de catalise enzimatica deste grupo
de enzimas (WANG et al., 2021). Em um estudo com uma LPMO de Aspergillus fumigatus
(BERNARDI et al., 2020) demonstrou o efeito inibitério do EDTA sobre a enzima,
corroborando o papel do cobre no mecanismo de catalise enzimatica e o efeito inibitério de
agentes quelantes como o EDTA sobre atividade das LPMOs. DTT e B-mercaptoetanol séo
agentes redutores capazes de reduzir as ligagdes dissulfeto nas proteinas, dessa forma a inibicdo

de atividade causada por esses agentes sobre rCvLPMO-SUMO pode estar relacionada ao
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rompimento de pontes dissulfeto importantes para a estabilidade do dominio catalitico
LPMO_10 e, consequentemente, para suas conformagdes enzimaticamente ativas.

7.13 Atividades bioldgicas
7.13.1 Efeito de rCvLPMO-SUMO sobre o crescimento de Candida

As fragbes cromatograficas contendo rCvLPMO-SUMO purificada, foram testadas
quanto a capacidade de inibir a multiplicacdo celular em células de Candida albicans, Candida
parapsilosis e Candida tropicalis de diferentes estirpes, conforme demonstrado na tabela 2. Os
testes por microdiluicio em caldo demonstraram que rCvLPMO-SUMO tem atividade
inibitdria e letal sobre pelo menos duas estirpes de cada uma das espécies de Candida testadas.
As concentracdes inibitorias minimas (CIM) e letais (CLM) foram determinadas para todas as

espécies e estirpes para qual rCvLPMO-SUMO apresentou efeito inibitorio e letal.

Tabela 3- Resultado dos testes de inibicdo em diferentes espécies e cepas de Candida com determinagdo da
Concentracdo Inibitéria Minima e Concentragdo Letal Minima

Concentracéo Concentracao Letal
Espécie- cepa Atividade Inibitéria Minima Minima

C. albicans ATCC 90028 - ND ND

C. albicans ATCC 64129 + 32 pg/mL 32 pg/mL
C. albicans ATCC 44858 - ND ND

C. albicans ATCC 90029 - ND ND

C. albicans ATCC 10231 + 32 pg/mL 64 pg/mL
C. parapsilosis ATCC + 125 pg/mL 250 pg/mL
90018

C. parapsilosis ATCC 22019 + 64 pg/mL 125 pg/mL
C. tropicalis ATCC 13083 + 125 pg/mL 250 pg/mL
C. tropicalis ATCC 750 + 32 pg/mL 32 pg/mL

Fonte: elaborado pelo autor.  ND: ndo determinado
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7.13.2 Efeito de rCvLPMO-SUMO sobre a formagéo e degradacao de biofilmes de
Candida

Os biofilmes séo estruturas formadas por um aglomerado de células microbianas
com capacidade de se aderirem a uma superficie e se desenvolverem sobre esta. A estrutura de
um biofilme € absorvida em uma matriz complexa composta por polissacarideos, lipideos,
proteinas e &cidos nucleicos que, juntos, conferem resisténcia a estrutura e protegem o
microrganismo da agdo de agentes antimicrobianos (KHATOON et al., 2018). Dessa forma,
buscou-se avaliar a capacidade de rCvLPMO-SUMO em inibir ou degradar biofilmes de
Candida spp. As andlises de inibicdo de formacdo de biofilme (figura 23) demonstraram a
capacidade de rCvLPMO-SUMO em inibir a tanto o crescimento quanto a formagéo de biofilme
em C. albicans ATCC 10231 e C. parapsilosis ATCC 22019. A formacdo de biofilme nas
células ndo tratadas foi considerada como 100% da capacidade de formacéo de biofilme em
comparacdo com as células tratadas em ambas as espécies C. albicans e C. parapsilosis. Para
C. albicans a CIM (32 pg/mL) foi capaz de inibir 58,29% da formag&o de biofilme enquanto a
CLM (64 pg/mL) inibiu 71,49% da formag&o de biofilme, em comparagdo com o controle
negativo. Em C. parapsilosis foi possivel observar uma maior eficiéncia na inibicdo da
formacéo de biofilme onde a CLM foi capaz de inibir 82,62%, enquanto a CIM apresentou
72,3% de inibicdo, quando comparada com o controle negativo. As andlises de degradacédo de
biofilme por rCvLPMO-SUMO nédo demonstraram diferencas estatisticamente significativas
entre os grupos controle (biofilme ndo tratado) e os grupos tratamento (biofilmes tratados com
rCvLPMO-SUMO na CIM e CLM), ficando assim demonstrado que rCvLPMO-SUMO ¢é

eficiente na inibi¢do de formac&o de biofilme, mas ndo na erradicacéo de biofilmes ja formados.
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Figura 23 - Efeito de rCVLPMO-SUMO sobre a formagéo (A) e degradagio de biofilme (C) em C. albicans
ATCC 10231 e sobre a formag&o (B) e degradacdo de biofilme (D) em C. parapsilosis ATCC 22019
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7.13.3 Efeito do tempo de exposi¢do de rCvLPMO-SUMO sobre a viabilidade celular
em Candida

A exposicdo a CLM (64 pg/mL para C. albicans e 128 pg/mL para C. parapsilosis)

de rCvLPMO-SUMO inviabilizou o crescimento das cepas C. albicans ATCC 10231 e C.

parapsilosis ATCC 22019 apds 4h e 8 h, respectivamente. Quando expostas a CIM (32 pug/mL

para C. albicans e 64 pg/mL para C. parapsilosis) da rCvLPMO-SUMO, as duas cepas tiveram
seu crescimento inibido por todo o periodo do ensaio, 24h (Figura 24 e Figura 25).

Figura 24 - Efeito do tempo de exposicdo a rCVLPMO-SUMO na viabilidade C. albicans ATCC 10231
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Os valores representam a média + EPM. A analise de variancia (ANOVA) foi realizada, utilizando-se o pds-teste
de Dunnett com p<0,05. UFC/mL: Unidades Formadoras de Col6nias por mililitro. Fonte: elaborado pelo
autor

Figura 25: Efeito do tempo de exposicdo a TCVLPMO-SUMO na viabilidade de C. parapsilosis
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Os valores representam a média + EPM. A analise de variancia (ANOVA) foi realizada, utilizando-se o pos-teste
de Dunnett com p<0,05. UFC/mL: Unidades Formadoras de Col6nias por mililitro. Fonte: elaborado pelo autor
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7.13.4 Investigacdo do mecanismo de ag¢ao de rCvLPMO-SUMO na inibigéo do
crescimento de Candida
7.13.4.1 Analise de integridade da membrana celular

A avaliacdo da integridade da membrana celular ¢ o método mais comumente
utilizado para estudar o efeito de varias moléculas em estudos de toxicidade e microbiologia
industrial. A viabilidade é definida como um percentual de células vivas em uma determinada
populacdo (KWOLEK-MIREK; ZADRAG-TECZA, 2014b). A avaliacdo da integridade de
membrana, e, portanto, da viabilidade celular em C. albicans e C. parapsilosis foi realizada
utilizando a metodologia do iodeto de propidio conforme descrito por (ARAUJO et al., 2019).
O iodeto de propidio é um corante fluorescente, que ao interagir com o DNA das células e sob
excitacdo de luz UV, emite fluorescéncia na cor vermelha. As células danificadas, ou seja,
aquelas que apresentam membrana celular ndo integra, se apresentam fluorescentes quando
expostas a luz no comprimento de onda de excitacdo de 490 nm (ZHANG et al., 2018). Os
resultados desta analise sdo mostrados na figura 26 e indicam que a exposicdo de ambas as
células (C. albicans e C. parapsilosis) a rCvLPMO-SUMO alterou a permeabilidade da
membrana, permitindo a captacdo de iodeto de propidio e sua interacdo com o DNA celular
(Figura 26- C e I). Este resultado nos permite inferir que rCvLPMO-SUMO exerce efeito sobre
a parede celular, uma vez que a quitina é um dos polissacarideos estruturais da parede celular
de Candida. Sugere-se entdo que o poder oxidativo de rCvLPMO-SUMO atua entdo oxidando
a quitina e fragilizando a parede celular, de forma que a célula se rompa por ndo suportar a
forca osmotica na auséncia da estrutura rigida da parede celular, um mecanismo semelhante ao
dos antifungicos da classe das equinocandinas que inibem a enzima [3-1,3-D-glucano sintase,
impedindo assim a sintese de glucano, que estd presente na parede celular dos fungos,
resultando em uma parede celular anormal que é fraca e incapaz de resistir ao estresse osmotico
(CHEN; SORRELL, 2007; KUSE et al., 2007)
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Figura 26- Ensaio de avaliacdo da integridade da membrana celular em Candida albicans ATCC 10231 (A, B; C;
D; E e F) e Candida parapsilosis ATCC 22019 (G; H; I; J; K e L) utilizando fluoréforo iodeto de propidio e
visualizado em microscépio de fluorescéncia
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Fonte: elaborado pelo autor. Imagens de C. albicans em A e B células ndo tratadas com rCvLPMO-SUMO
visualizadas sob fluorescéncia e campo claro respectivamente. Em C e D observa-se células tratadas com
rCvLPMO-SUMO visualizadas sob fluorescéncia e campo claro respectivamente e em E e F observa-se células
tratadas com etanol a 50% visualizadas sob fluorescéncia e campo claro respectivamente. Imagens de C.
parapsilosis em G e H células nédo tratadas com rCvLPMO-SUMO visualizadas sob fluorescéncia e campo claro
respectivamente. Em | e J observa-se células tratadas com rCvLPMO-SUMO visualizadas sob fluorescéncia e
campo claro respectivamente e em K e L observa-se células tratadas com etanol a 50% visualizadas sob
fluorescéncia e campo claro respectivamente.
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7.13.4.2 Estresse oxidativo por producao de espécies reativas de oxigénio

A producdo de espécies reativas de oxigénio é uma condic¢éo que indica estresse oxidativo
nas células e é uma das respostas bioquimicas de hospedeiros infectados por Candida albicans
(WELLINGTON; DOLAN; KRYSAN, 2009), dessa forma examinamos a capacidade de
rCvLPMO-SUMO induzir a producdo de espécies reativas de oxigénio como mecanismo
inibitério em C. albicans ATCC 10231 e C. parapsilosis ATCC 22019. Para avaliar a producéo
de espécies reativas de oxigénio foi utilizado o método baseado no corante fluorescente DCFH-
DA (2°,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate). A logica é que a oxidacdo de DCFH-DA em
2'-T'diclorofluoresceina (DCF) tem sido amplamente utilizada para deteccdo de ROS totais,
incluindo radicais hidroxila (OH) e diéxido de nitrogénio (NO2). Mecanicamente, DCFH-DA
é absorvido por células onde a esterase celular cliva os grupos acetil, resultando em DCFH. A
oxidacdo de DCFH por ROS converte a molécula em DCF, que emite fluorescéncia verde em
um comprimento de onda de excitacdo de 485 nm e um comprimento de onda de emissdo de
530 nm (KIM; XUE, 2020). Os resultados desta analise sdo mostrados na figura 27 e indicam
a producdo de espécies reativas de oxigénio em resposta a exposi¢cdo de ambas as células (C.
albicans e C. parapsilosis) a rCvLPMO-SUMO. A producdo de espécies reativas de oxigénio
ndo foi observada nas células do controle negativo (Figura 27- A e G), indicando que a producao
de espécies reativas de oxigénio nas células tratadas (figura 27- C e I) se deva a exposicao a
rCvLPMO-SUMO e ndo quaisquer outros possiveis interferentes no ensaio. Sugere-se entao
que o acumulo excessivo de espécies reativas de oxigénio induzido pela exposicéo a rCvLPMO-
SUMO, causa dano oxidativo progressivo e, finalmente, morte celular. Diversas moléculas
apresentam atividade inibitdria sobre células de levedura pela inducédo de producéo de espécies
reativas de oxigénio e consequentemente o estresse oxidativo, como descrito por (CHOI; LEE,

2015) para o licopeno, um pigmento carotenoide vermelho encontrado em frutas e vegetais.


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/carotenoid

Figura 27: Ensaio de avaliacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio em Candida albicans ATCC 10231
(A; B; C; D; E e F) e Candida parapsilosis ATCC 22019 (G; H; I; J; K e L) utilizando fluor6foro DCFH-DA
(Diacetato 2,7 diclorofluoraceina) e visualizado em microscépio de fluorescéncia.
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Fonte: elaborado pelo autor. Imagens de C. albicans em A e B células ndo tratadas com rCvLPMO-SUMO
visualizadas sob fluorescéncia e campo claro respectivamente. Em C e D observa-se células tratadas com
rCvLPMO-SUMO visualizadas sob fluorescéncia e campo claro respectivamente e em E e F observa-se células
tratadas com 100 mM de H,O; visualizadas sob fluorescéncia e campo claro respectivamente. Imagens de C.
parapsilosis em G e H células nédo tratadas com rCvLPMO-SUMO visualizadas sob fluorescéncia e campo claro
respectivamente. Em | e J observam-se células tratadas com rCvLPMO-SUMO visualizadas sob fluorescéncia e
campo claro respectivamente e em K e L observa-se células tratadas com 100 mM de H»O; visualizadas sob
fluorescéncia e campo claro respectivamente.
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7.13.5 Anélise de Microscopia Eletronica de Transmissdo de Candida sp tratada com
rCvLPMO-SUMO

Anédlises por microscopia eletronica de transmissdo foram realizadas, a fim de que
possiveis alteracdes morfologicas nas células de Candida parapsilosis tratadas por rCvLPMO-
SUMO fossem observadas. As imagens de MET de C. parapsilosis (ATCC 22019) retratam
importantes alteracdes morfoldgicas na presenca de rCvLPMO-SUMO (Fig. 28- C,D,E e F). As
células ndo tratadas (Fig. 28 — A e B) apresentam sua forma oval lisa e natural, e uma grande
agregacao celular, caracteristica de células submersas em matriz polissacaridica de biofilmes
(PAULITSCH et al., 2009). A adicdo de rCvLPMO-SUMO na concentragdo de 128 pg/mL
exerceu um efeito sobre a morfologia de C. parapsilosis, sendo possivel ser observada retracdo
da superficie celular sugestiva de extravasamento celular por danos na estrutura da parede
(figura.28-C), além da presenca de pseudo-hifas. Em um estudo sobre a atividade anti-Candida
de um inibidor de tripsina purificado a partir das sementes de Cassia leiandra Benth (ARAUJO
et al., 2019) descreveram mecanismos semelhantes ao que foi observado neste estudo, uma
superproducdo de espécies reativas de oxigénio e permeabilizacdo da membrana plasmatica nas
células tratadas com o inibidor de tripsina. Além disso, as analises de MEV das células tratadas
realizadas no estudo citado, demonstraram alteracdes na estrutura celular e extravasamento de

citoplasma, assim como foi observado em nossas analises de MET.
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Figura 28 - Microscopia Eletrdnica de Transmissdo de Candida parapsilosis ATCC 22019 exposta a rCvLPMO-
SUMO (C; D; E e F) na concentragdo de 128 pug/mL, e o controle negativo (dgua) (A e B)

Agua rCvLPMO-SUMO (128 pg/mL)

Fonte: elaborado pelo autor
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8 CONCLUSOES

Este trabalho fornece evidéncias contundentes da funcionalidade da LPMO
recombinante de Chromobacterium violaceum ATCC 12472 rCvLPMO-SUMO codificada
pela ORF CV2592 com relagdo a atividade “peroxidase-like ”. Esta LPMO também apresentou
atividade antifangica in vitro sobre cepas fungicas de importancia médica do género Candida,
por meio da inducdo da formacdo de espécies reativas de oxigénio e a permeabilizacdo da
membrana plasmatica. Além disso, a enzima recombinante apresentou excelentes resultados de
estabilidade térmica e variacdo de pH, o que é desejavel para uma possivel aplicacdo em
ambiente com condic¢Ges ndo controladas. Dessa forma, a proteina recombinante, rCvLPMO-
SUMO, apresenta grande potencial biotecnol6gico para compor novos antifungicos de interesse
médico ou agronémico, no entanto, estudos mais aprofundados devem ser realizados, acerca de
sua atividade antifungica e toxicidade, in vitro como cultura de células e in vivo em modelos
animais, afim de atestar sua eficacia e seguranca para uma possivel aplicacdo clinica no

tratamento de infec¢cdes por Candida spp.



84

9 PERMISSOES LEGAIS

Todas as atividades envolvendo OGMs (organismos geneticamente modificados) foram
realizadas no Laboratorio de Genética Molecular (LabGeM), localizado no Departamento de
Biologia, situado no Campus do Pici da Universidade Federal do Ceard (UFC). O presente
trabalho encontra-se cadastrado junto ao SISGEN sob nimero A582302 com permissao de
acesso ao patrimonio genético de Chromobacterium violaceum ATCC 12472 e outras espécies.
A UFC possui o Certificado de Qualidade em Biosseguranca (CQB) expedido pela Comissédo
Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio). O CQB numero 102/99 (processo
01200.004129/98-53) consta no item XVII do Comunicado Nimero 77/CTNBio, publicado no
Diéario Oficial da Unido Numero 52-E em 18/03/1999 (Secédo 3, pagina 60-61). O Laboratorio
de Genética Molecular (R002-1999) é uma das unidades autorizadas a desenvolver atividades
envolvendo OMGs e seus derivados. E possivel confirmar todas as unidades autorizadas da

UFC em http://www.cibio.ufc.br/index.php/pt-br/unidades-operativas#.



http://www.cibio.ufc.br/index.php/pt-br/unidades-operativas
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APENDICE A - SEQUENCIA DE AMINOACIDOS CORRESPONDENTE A
PROTEINA RECOMBINANTE rCv2592-SUMO

MGS S HERHHHSSGLY PRGS Hith o D BN RS R SDEsas

BB G551 Y FOGHGTMEV PVNRYYSCY QEGAE S PKTPACOEAKRVGGTQANYD

GQVVSYONRRYRCLOAHTAWVGAGWTPSTTPALWTPVLE *

Fonte: elaborado pelo autor

As cores ilustram as diferentes porgdes da proteina rCv2592-SUMO. Em amarelo, a calda de histidina;
em azul, a sequéncia correspondente a ORF CV2592, sem o peptideo sinal; em cinza, o sitio de clivagem
da protease TEV; e em roxo, a proteina SUMO.
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APENDICE B — MAPA DO PLASMIDEO SINTETICO pET-SUMO-CV2592
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