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RESUMO

Enzimas capazes de degradar quitina, um polissacarideo abundante na natureza, estdo
presentes em muitos microrganismos e tém potencial para serem utilizadas no
desenvolvimento de produtos inovadores para a agricultura, medicina e industria. O
objetivo deste trabalho, portanto, foi transformar células de Escherichia coli BL21(DE3),
com plasmideos codificantes para certas proteinas de Chromobacterium violaceum ATCC
12472, e verificar se essas sdo produzidas tanto em escala reduzida, quanto em escala maior
e se possuem atividade enzimadtica na degradacdo da quitina. Foram realizadas anélises in
silico, a fim de avaliar a probabilidade de diferentes enzimas quitinoclasticas serem
produzidas de forma soluvel, quando expressas em E. coli. Apos essas analises, algumas
proteinas foram escolhidas, representando membros das familias AA10 (3 proteinas), GH3
(2 proteinas) e GH23 (3 proteinas). Plasmideos contendo as sequéncias de DNA que
codificam essas proteinas, foram, entdo, introduzidos em E. coli BL21(DE3) e a expressao
das moléculas recombinantes foi realizada, de forma piloto, em diferentes temperaturas (20
°C,25°C,30°Ce35°C). A andlise por eletroforese (SDS-PAGE) das fragdes intracelulares
de células induzidas, revelou, em todas as amostras, a presenca de bandas com massas
moleculares aparentes que correspondiam aos valores esperados para as massas das
proteinas. foram realizados, para todas as proteinas estudadas, testes de atividades
quitinoclastica e quitosanasica, seguindo protocolos bem estabelecidos anteriormente.
Apenas duas proteinas, ambas pertencentes a familia GH3 (CV0259 e CV2065), obtiveram
resultados para atividade quitinocldstica e nenhuma obteve resultado para atividade
quitosanasica. A proteina com melhor resultado na indugao piloto (CV2065) foi produzida
em maior quantidade e purificada por cromatografia de afinidade por ions metdlicos,
utilizando uma resina de cobalto. Por fim, ambas as proteinas passaram por andlises de
bioinformatica, a fim de entender seus dominios proteicos e gerar uma estrutura 3D das
mesmas utilizando modelagem por homologia. Assim, a produgao, purificacao e analise de
proteinas quitinoclasticas foram bem-sucedidas, o que abre precedentes para a producao e
purificagdo, em larga escala, de proteinas recombinantes com diversos potenciais

econOmicos e industriais.

Palavras-chave: Chromobacterium violaceum, Escherichia coli, quitina, quitinases,

proteinas recombinantes.



ABSTRACT

Enzymes capable of degrading chitin, a recalcitrant polysaccharide abundant in nature, are
present in many microorganisms and have the potential to be used in different applications in
agriculture, medicine and industry. Therefore, the main objective of this study was to transform
Escherichia coli BL21 (DE3) cells with plasmids coding for proteins from Chromobacterium
violaceum ATCC 12472, and verify if these proteins are produced both on a small and large
scale and if they have enzymatic activity in chitin degradation. In silico analyzes were carried
out in order to asses if different chitinolytic enzymes would be produced in a soluble way when
expressed in E. coli. After that, some proteins from the families AA10 (3 proteins), GH3 (2
proteins) and GH23 (3 proteins) were chosen. Plasmids carring the DNA sequences encoding
these proteins were then introduced into E. coli BL21 (DE3) cells and the expression of the
recombinant molecules was carried out, in a small scale, at different temperatures (20 ° C, 25 °
C, 30 ° C and 35 ° C). An electrophoresis analysis (SDS-PAGE) of the lysed cells revealed the
presence of bands with an apparent molecular mass that correspond to the expected values of
the protein mass. After verifying the proteins production, tests for enzymatic activity were
performed for all the studied proteins. Only two of them, both members of the GH3 family
(CV0259 and CV2065), showed chitinolytic activity while none of the studied proteins tested
positive for chitosan degradation. The protein with the best yield on previous tests (CV2065)
was produced in a slightly large scale and purified by metal affinity chromatography using a
cobalt resin. Finally, both proteins were analyzed using bioinformatic tools in order to
understand their protein domains and generate a 3D structure of them by homology-modeling.
Overall, the production, purification and analysis of chitinolytic proteins have been successful,
which sets precedents for a large-scale production and purification of recombinant proteins with

promising industrial applications.

Keyword: Chromobacterium violaceum, Escherichia coli, chitin, chitinases, recombinant

proteins.
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1 INTRODUCAO

A quitina ¢ um polimero insoltivel em agua, linear e ndo ramificado de N-acetil-beta-
D-glucosamina, com os residuos de GlcNAc unidos por ligagdes beta-(1,4) O-glicosidicas.
Depois da celulose, ¢ o polissacarideo mais abundante na natureza, estando presente em
diferentes seres vivos (exoesqueleto de insetos, carapaca de crustaceos, ovos de nematoides e
conchas de moluscos) (MUZZARELLI, 1999). Quitina e seus derivados, como quitosana e
GlcNAc, apresentam aplicagdes na industria alimenticia (aumento de tempo de prateleira de
produtos e conservacao de alimentos), na industria farmacéutica (desenvolvimento de
sistemas de entrega de farmacos) e na agricultura, a fim de impedir crescimento de
microrganismos (BARIKANI et al., 2014; DASH et al., 2011; HAMED et. al., 2016;
SETHULEKSHMI, 2014; XIA et al., 2011; ZENG; MEIL; WU, 2010). A quitina ¢ dificil de
ser purificada e modificada quimicamente e, desse modo, hd a necessidade de identificar
enzimas que facilitem a utilizagdo desse polissacarideo (HOWARD, 2003; MUZZARELLI,
1999).

A degradagao e modificagdo de quitina e seus derivados, especialmente, quitosana,
podem ser realizadas por organismos vivos, como bactérias e fungos, por meio de enzimas
especificas (HOWARD, 2003). A biodegradacao de quitina ¢ realizada por hidrolases
(quitinases e quitobiases) e por enzimas oxidativas as quais sdo chamadas, de modo geral, de
enzimas quitinoclasticas. Quitinases (E.C. 3.2.1.14) s3o enzimas que hidrolisam ligagdes
covalentes B-1,4 entre os residuos de GIcNAc das cadeias que formam a quitina € a
quitodextrina (LOBO, 2013). Monooxigenases liticas de polissacarideos (LPMOs; EC
1.14.99.53) constituem outra classe de enzimas, denominada de Atividades Auxiliares ou AAs
(VAAJE-KOLSTAD et al., 2010). Essas enzimas possuem aplicagdo em diversas areas como
na medicina, na agricultura e na industria (AAM, 2010; CHEN, 2010; LOBO, 2013; VAN
LOON, 2006).

A clivagem de quitina por quitinases gera multimetros soliveis de N-
acetilglicosamina, ou GIcNAc, como quitotetraose, quitotriose e quitobiose
(BHATTACHARYA, 2008). Comercialmente, o GIcNAc possui algumas aplicacdes que
justificam a pesquisa de enzimas que produzam esse composto. Na area médica, N-
acetilglicosamina pode ser utilizada para tratar pacientes que possuem danos nas cartilagens
dos ossos e problemas como artrose e artrite reumatoide, por exemplo (KAMEL, 1992).
Quitosana, obtida pela desacetilagdo alcalina da quitina, também possui diversas aplicagdes

em diferentes industrias. Pode ser utilizada na inibicdo de proteases, na preparagdo de
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hidrogéis, na engenharia de tecidos, na produ¢do de alimentos (conservativo e emulsificante),
entre outros (SANDEERP et al., 2013). Além de aplicacdes utilizando os produtos da quitina,
também existem aquelas que utilizam diretamente quitinases. Podem, por exemplo, ser
utilizadas na degradagdo de residuos de quitina, gerados pela indistria de crustaceos, e no
impedimento do crescimento de insetos e larvas, os quais possuem quitina na sua constituicao
e causam danos extensos em lavouras (NAMPOOTHIRI 2004; STOYKOV, 2014; VU, 2009).
Enzimas quitinoclasticas podem ser obtidas em diferentes organismos, tais como plantas,

fungos e, principalmente, bactérias.

Bactérias sdo fontes de enzimas relevantes que podem ser produzidas de forma
recombinante, ou seja, que podem ser produzidas pela clonagem de genes em vetores de
expressao (CLARK, 2016). Entre esses microrganismos, existe a Chromobacterium
violaceum, organismo saprofito e de vida livre, a qual possui sua estirpe ATCC 12472
totalmente analisada e sequenciada (CALDAS, 1978; CALDAS, 1990; VASCONCELOS et.
al.,2003). Esse genoma possui varios genes codificando provaveis quitinases e outras enzimas
quitinoclasticas, pertencentes a diferentes familias de hidrolases de glicosideos (GHs) e
atividades auxiliares (AAs), em especial GH23, GH3 e AA10. No entanto, apenas poucas
proteinas desse organismo foram produzidas e purificadas. Por exemplo, a proteina CV2935,
da familia GH18, foi produzida de maneira recombinante em células de Escherichia coli
BL21(DE3) e avaliada para a presenca de atividade quitinolitica (LOBO, 2013). Isso justifica
a realizacdo de estudos que envolvam a expressdo heterdloga em E. coli de proteinas
quitinoclésticas de C. violaceum, visto que esse microrganismo pode ser fonte de enzimas
bastante relevantes economicamente.

Bioinformatica faz referéncia a uma ciéncia multidisciplinar que utiliza o emprego de
ferramentas computacionais, a fim de estudar problemas e questdes bioldgicas, com aplicagdes
em diferentes areas (VERLI, 2014). O estudo de proteinas utilizando essas ferramentas permite
a descoberta de informagdes sobre, por exemplo, a estrutura tridimensional e fungdes principais
dessas. Estruturas de proteinas podem ser deduzidas por meio de modelagem por homologia.
Nesse caso, a proteina (alvo) terd sua estrutura 3D utilizando a estrutura tridimensional de outra
proteina similar, através de alinhamentos da sequéncia alvo com sequéncias presentes em
bancos de dados (VERLI, 2014). Dominios sdao unidades funcionais de uma proteina, sendo
responsaveis pelas funcdes e interagdes da proteina com outras estruturas como, por exemplos,
substratos de enzimas (BAGOWSKI et al., 2010). Desse modo, dominios ¢ a estrutura 3D de
uma proteina sdo importantes para entender a dinamica de proteinas, o que justifica estudo

destes por, principalmente, ferramentas de bioinformatica.
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Como dito anteriormente, quitinases € os produtos derivados de quitina e quitosana
possuem diversas aplicagdes em dareas economicamente estratégicas e, desse modo, ¢
importante que existam estudos envolvendo a purificagdo e a caracterizacao dessas enzimas,
bem como sua producdo em larga escala. A industria de producdo de enzimas atrai, em
particular, biotecnologistas, visto que héd a necessidade de desenvolver processos enzimaticos
mais eficazes e da descoberta de novas enzimas, as quais podem ser aplicadas em processos
diversos (DAHIY A, 2006). Isso justifica a realizagdo de estudos que envolvam a expressao
heterdloga em E. coli de proteinas de C. violaceum, visto que esse microrganismo pode ser

fonte de enzimas bastante relevantes economicamente.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Quitina

A quitina (Figura 1) ¢ um polimero insoltvel em agua, linear e nao ramificado de N-
acetil-beta-D-glicosamina, com os residuos de GlcNAc unidos por ligacdes beta-(1,4) O-
glicosidicas (MUZZARELLI, 1999). Depois da celulose, a quitina ¢ o polissacarideo mais
abundante na natureza e, portanto, esses polimeros estdo presentes em diferentes seres vivos.
Além de possuir essas caracteristicas, a quitina existe em trés formas polimorficas, chamadas
de a-quitina, B-quitina e y-quitina. A primeira ¢ a forma mais presente na natureza, sendo
composta por folhas com cadeias paralelas e antiparalelas alternadas. Assim a-quitina faz parte,
principalmente, da constituicdo do exoesqueleto de insetos, da carapaca de crustaceos, de ovos
de nematoides; além de estar presente em conchas de moluscos e na parede celular de fungos
como ascomicetos, zigomicetos, basidiomicetos e deuteromicetos (AAM et al., 2010;
GARDNER et al., MUZZARELLI, 1999). A B-quitina, formada por folhas paralelas, e a y-
quitina, na qual cada terceira folha tem a dire¢cdo oposta as duas folhas anteriores, sdo
encontradas mais raramente na natureza em, principalmente, estruturas mais flexiveis como a
sépia de lulas (KAYA et al., 2017; SINGH; SHITIZ; SINGH, 2017). Esse polissacarideo
também estd presente em algumas algas diatomaceas (Bacillariophyta) e nas espécies
Thalassiosira fluviatilis e Cytlotella cryptica a quitina se apresenta constituida por unidades de

2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose (CAMPANA-FILHO et. al., 2007).

Figura 1 — Estrutura quimica da quitina.
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Quitina foi isolada pela primeira vez por Braconnot, em 1811, a partir de uma fra¢ao
extraida de fungos superiores. No entanto, apesar de ter sido isolada antes da celulose, ndo
existiam estudos mais aprofundados sobre as propriedades e aplicagdes industriais do
polissacarideo, visto que ndo havia conhecimento basico sobre suas propriedades e reatividade
quimica. Foi a partir da década de 1970, com os livros escritos por Muzzarelli, que as

propriedades desse polimero puderam ser estudadas extensivamente (ROBERTS, 1992).

Apesar de relevante em diversas areas industriais, a quitina, por ser um biopolimero, é
dificil de ser purificada e modificada quimicamente (MUZZARELLI, 1999). Dito isso, ¢
necessaria a identificagao de enzimas que modifiquem ou degradem esse polissacarideo, a fim
de facilitar atividades que utilizam produtos especificos derivados desse biopolimero e entender

as propriedades quimicas da quitina (HOWARD, 2003).

2.1.1 Quitosana

Quitosana (Figura 2) ¢ um polimero formado, principalmente, por unidades de D-
glicosamina o qual esta presente em alguns fungos como Mucor e Zygomicetes (SILVA, 2006).
O polimero pode ser obtido a partir da desacetilacdo da quitina, através de tratamento por
alcalis, especialmente solucdo aquosa de hidroxido de sodio (NaOH). Quitosana possui
unidades de 2-amino-2-deoxiglicose, o que leva a formacdo de sais em solu¢do e de
polieletrélitos. Além disso, pode haver também a formagado de filmes a partir de unidades de
quitosana, caracteristica que a distingui de alguns outros polissacarideos, como a celulose

(KUMAR, 2004).

Figura 2 — Estrutura quimica da quitosana.
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Assim como a quitina, a maior parte da quitosana disponivel comercialmente ¢ extraida
de cascas de caranguejo e de camardes, o que pode tornar o processamento de residuos da
industria pesqueira e alimenticia rentavel (KUMAR, 2000). A quitosana ¢ conhecida por ser
segura e ndo-toxica para seres humanos e, desse modo, seu uso ¢ cada vez mais expressivo em
industrias alimenticias e farmacéuticas, por exemplo. No entanto, o polimero ¢ insoluvel em
solucdes aquosas neutras, meio no qual a maior parte das enzimas fisioldgicas possuem
atividade. Desse modo, derivados hidrossoluveis de quitosana sdo necessarios, a fim de
expandir o uso da mesma (SILVA, 2006). Em diversos estudos, derivados hidrossoluveis de
quitosana foram obtidos a partir de versdes do polimero com baixo grau de acetilacio ou a partir
da incorporagao de dcido malé€ico a hidroxipropilquitosana e carboximetilquitosana (XIE, 2001;

DUNG,1993).

Devido ao teor de nitrogénio em sua composic¢ao (6,89%), a quitosana pode ser utilizada
como um agente quelante (KUMAR, 2000). Atividade antimicrobiana, causada por esses
grupamentos aminicos, ¢ uma das suas caracteristicas. Isso permite que o polissacarideo iniba
a atividade de microrganismos como E. coli e Pseudomonas aeruginosa, por exemplo. Além
disso, possui propriedades analgésicas e anticoagulantes e permite a aceleragdo da cicatrizagao
(SILVA, 2006). Todas essas caracteristicas podem fazer com que o uso industrial da quitosana

e, por conseguinte, de enzimas que permitem sua transformacao seja viavel economicamente.

2.1.2 N-acetil-D-Glicosamina

N-acetil-D-Glicosamina (Figura 3), também conhecida como N-acetilglicosamina
(GleNac), 2-acetamino-2-deoxi-f-D-glicose ou 2-(acetilamino)-2-deoxi-D-glicose, ¢ um
monossacarideo derivado da glicose. O peso molecular desse monossacarideo ¢ 221.21 g/mol,
formula molecular igual a C8HI5NO6 e solubilidade em dgua de 25%. A polimerizacdo do

GlcNac, por meio de ligagdes glicosidicas B-1,4, d4 origem a quitina. (CHEN et al., 2010).
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Figura 3 — Estrutura quimica da N-acetilglicosamina.

T

Fonte: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/N-Acetyl-D-Glucosamine.

Além de estar presente na quitina, GlcNac também estd presente na constituicdo de
outros polissacarideos e, portanto, ¢ amplamente distribuida na natureza. A mureina
(peptidoglicano), constituida por residuos de 4cido muramico e N-acetilglicosamina, ¢ a
principal constituinte da parede celular de bactérias (ASHRY et al., 2007). Como outro exemplo
de polissacarideo pode-se destacar o acido hialuronico (hialuronano), biopolimero formado por
ligagdes glicosidicas entre acido glucurdnico e GlcNac. O écido hialurdnico esta presente na
constituicdo da matriz extracelular, sendo responsavel pela viscoelasticidade de cartilagens e
do liquido sinovial, além de funcionar, para bactérias patogénicas, como mecanismo de defesa

contra respostas imunoldgicas de hospedeiros (ASHRY et al., 2007).

Como foi dito anteriormente, a N-acetilglicosamina ¢ um monossacarideo amplamente
distribuido na natureza. NOPE1 ¢ um transportador de GlcNac presente em milho e arroz. Esse
transportador € necessario para iniciar a simbiose, termo utilizado para definir uma relacao entre
duas espécies que resulta em vantagens mutuas, entre micorriza arbuscular (AM ou Arbuscular
mycorrhiza) e as duas plantas citadas previamente (NADAL et al., 2017). N-acetilglicosamina
também esta envolvida na produgao de biofilmes (acumulo de bactérias em superficies solidas)
de Staphylococcus aureus. A partir do uso de cepas de S. aureus que ndo continham um operon
contendo genes para a producao de poli-n-acetilglicosamina (PNAG), pode-se constatar que o
polissacarideo, formado por residuos de GlcNac, contribui, tanto para a aderéncia das células
bacterianas, quanto para o estabelecimento de infec¢des (LIN et al., 2015). N-acetilglicosamina
também esta presente em uma série de hormonios existentes em mamiferos. Os hormdnios
foliculo estimulante (FSH), luteinizante (LH) e o estimulador da tireoide (TSH) sdo alguns

exemplos (CHEN et al. 2010).

Apesar de estar presente na constituicdo de diversos polissacarideos, a maior fonte de
N-acetilglicosamina continua sendo a quitina, derivada da biomassa, tanto dos exoesqueletos

de camardo e de caranguejo, quanto de fungos como Actinomucor taiwanensisfungus (CHEN
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et al.,2001; CHEN et al., 2010). A producdo desse monossacarideo acontece, principalmente,
por hidrolise acida da quitina, um método que além de ser de alto custo, possui um baixo
rendimento e uma grande quantidade de residuos de acido cloridrico (HCl) (SASHIWA et al.,
2003). Desse modo, a utilizagdo de hidrolise enzimatica da biomassa de quitina ¢ um método
mais adequado a produgdo de N-acetilglicosamina. Foi descrita por Sashiwa et al. (2002), a
producdo de GlcNac a partir de a-quitina por um extrato de enzimas obtido de Aeromonas
hydrophila H2330. O estudo obteve bons resultados na purificagdo do monossacarideo, porém
com uma baixa produ¢cdo do mesmo. Em Das et al. (2018), por outro lado, foi verificada a
produgdo de GlcNac com até 92% de rendimento, resultado obtido a partir da hidrdlise
enzimatica de quitina utilizando quitinases isoladas de Aspergillus terreus. Percebe-se, a partir
desses resultados, que enzimas quitinoclésticas sdo necessarias para a digestdo completa da

quitina, o que leva a rendimentos maiores de GlcNac.

2.2 Enzimas quitinoclasticas

A degradacdo e modificacdo de quitina e seus derivados podem ser realizadas por
organismos vivos, como bactérias e fungos, por meio de enzimas especificas. Estas enzimas
estdo envolvidas no transporte, despolimerizacdo e metabolismo de quitina e de
quitoligossacarideos (HOWARD, 2003) e, portanto, sdo necessarias para diferentes atividades
nos organismos nos quais estao presentes. Por exemplo, podem ser utilizadas para remodelar o
exoesqueleto de insetos durante o crescimento e desenvolvimento, para digerir, sob a forma de
metabolitos que podem ser absorvidos e digeridos, outros organismos que possuem quitina em
sua composi¢do e para degradar microrganismos patogénicos com quitina constituindo parede
celular (RATHORE, 2015). Bactérias sdo consideradas os organismos mais importantes na
biodegrada¢ao de quitina, especialmente no solo, onde a taxa de hidrolise de quitina ¢
relacionada a presenga de bactérias, e em ambientes marinhos, ja que, mesmo sendo ubiqua,
quase nenhuma quitina pode ser encontrada em sedimentos marinhos (BEIER, 2013;
HOWARD, 2003; KIELAK et al.,2013). Além disso, algumas diatomaceas e algumas colonias
de fungos demonstraram também possuir capacidade de degradar quitina presente em carapagas

de outros organismos (WURZBACHER et al., 2010).

A biodegradacdo de quitina ¢ realizada por hidrolases (quitinases e quitobiases) e por
enzimas oxidativas (mono-oxigenases liticas de polissacarideos), as quais sdo chamadas, de

modo geral, de enzimas quitinoclasticas. Desse modo, sdo necessarias multiplas enzimas para
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a degradacdo desse polimero em quitoligossacarideos, N-acetil glucosamina (GIcNAc) e

quitobiose (dimero de unidades de glucosamina ligadas por ligagdes B-1,4) (HOWARD, 2003).

Hidrolases de glicosideos (GH, glicosidases ou carboidrases, EC 3.2.1) compdem um
vasto grupo de enzimas capazes de degradar ligagdes O-glicosidicas entre dois ou mais agticares
ou entre um agucar e outro composto de natureza distinta. Genes para codificar GHs sdo
encontrados na maioria dos organismos, especialmente, bactérias, e a quantidade desses genes
depende do nicho ecoldgico em que esses microrganismos estdo inseridos (NAUMOFF, 2011).
Atualmente, existem 153 familias de GHs (GH1-GH153), constituindo aproximadamente 47%
das enzimas classificadas no Carbohydrate-Active Enzyme (CAZy), nas quais o dominio
catalitico est4 associado a um ou mais dominios de ligagdo a carboidrato ou modulos de ligagao
a carboidrato (carbohydrate-binding modules, CBMs), que reconhecem e se ligam ao substrato,
mas ndo possuem atividade catalitica sobre o mesmo (BORASTON et al., 2004; CANTAREL,
2008).

Quitinases (EC 3.2.1.14) sdo enzimas que hidrolisam liga¢des covalentes 3-1,4 entre os
residuos de GIcNAc das cadeias que formam a quitina e a quitodextrina (Lobo, 2013).
Quitinases podem ser classificadas em endoquitinases € exoquitinases. As primeiras clivam
quitina em locais aleatdrios gerando oligdbmeros de N-acetilglicosamina enquanto exoquitinases
liberam N-acetilglicosamina a partir da extremidade ndo redutora da quitina. Exoquitinases
podem ser divididas em quitobiases (permite a conversdao de quitobiose em mondmeros de N-
acetilglicosamina) e -1,4- N-acetilglicosaminidases (permite a conversao multimeros, como
di-acetilquitobiose, quitotriose e quitotetraose em monomeros de N-acetilglicosamina) (ZHOU
et al., 2019). As quitinases de estruturas conhecidas estdo presentes nas familias 18 e 19 das
glicosil hidrolases, apesar de quitinases pertencentes as familias GH23 e GH48 ja terem sido
descritas (ARIMORI et al., 2013; ADRANGTI, 2013; FUJITA et al., 2006). Quitinases GH18
estdo presentes em virus, bactérias, fungos, plantas e diversos grupos de insetos € mamiferos e
as GH19 estdo presentes em plantas superiores, nematoides, virus e algumas bactérias

(Funkhouser, 2007; Henrissat, 1991).

Além dessas enzimas, mono-oxigenases liticas de polissacarideos (LPMOs; EC
1.14.99.53) constituem outra classe de enzimas capazes de degradar quitina e outros
polissacarideos, tais como amido e celulose. Apos alguns estudos, essas enzimas foram
agrupadas no CAZy em uma nova categoria denominada de Atividades Auxiliares (Auxiliary
Activities, AAs), a fim de agrupar as familias de LPMOs e outras familias de enzimas
oxidativas envolvidas na degradagdo de polissacarideos (familias AA1-AA1S5). Apesar de a

maioria das proteinas presentes nas familias AA mostrarem maior atividade em conjunto com
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hidrolases de glicosideo, essas proteinas permitem a oxidagdo de ligagdes glicosidicas 1,4 em
polissacarideos, de modo a permitirem a degradagdo destes (YANG; FUKAMIZO, 2019).
Desse modo, os membros da familia AA9 agem diretamente sobre celulose (VAAIJE-
KOLSTAD et al., 2010), enquanto os membros da familia AA11 atuam sobre quitina. Membros
da familia AA10 podem atuar sobre quitina ou sobre celulose, enquanto que aqueles da familia
AA1S5 sao bifuncionais, atuando sobre celulose e quitina (VAAJE-KOLSTAD et al., 2005).
Das familias que atuam sobre quitina (AA10, AAIl e AAI1S5), apenas AA10 ocorre em

bactérias.

Hidrolases de glicosideos, especialmente quitinases, tém atraido o interesse de
biotecnologistas pelas aplicagdoes dessas enzimas em medicina, agricultura e industria (Lobo,
2013). Por exemplo, algumas quitinases possuem propriedades anti-fingicas e alguns N-acetil
quitoligossacarideos (propriedades antibacterianas) e GlcNAc, produzidos pela degradacgdo da
quitina, podem ser utilizados na industria farmacéutica e médica (AAM, 2010; CHEN, 2010;
VAN LOON, 2006).

2.2.1 Aplicacoes de enzimas quitinocldsticas e potenciais usos de quitina e seus derivados

A industria de producao de enzimas € um campo bastante extenso e, desse modo,
existem diversas areas nas quais enzimas de diferentes organismos podem ser aplicadas. Essa
area atrai, em particular, biotecnologistas, visto que hé a necessidade de desenvolver processos
enzimaticos mais eficazes e da descoberta de novas enzimas, as quais podem ser aplicadas em
processos diversos (DAHIYA, 2006). Nesse contexto, enzimas que participam da degradacao
da quitina, em especial hidrolases de glicosideos (quitinases), se apresentam como interessantes
do ponto de vista industrial e médico. Desse modo, organismos que sdo capazes de produzir
essas enzimas, tanto de forma natural, como de forma heterdloga, também se tornam alvos de

estudos e pesquisas.

A clivagem enzimatica de quitina por quitinases ocorre, na natureza, de forma aleatoria,
podendo promover a clivagem em diferentes areas do polimero. Esse processo gera multimetros
soluveis de N-acetilglicosamina, ou GIcNAc, como quitotetraose, quitotriose € quitobiose.
Bactérias, portanto, produzem essas enzimas, a fim de degradarem GlcNAc em acetato, e
frutose-6-fosfato, os quais sdo as principais fontes de nutrigdo desse organismo

(BHATTACHARYA, 2008).
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Quitina, bem como seus derivados (obtidos pela catalise enzimatica utilizando enzimas
quitinoclasticas) possuem uma série de caracteristicas que podem justificar aplicagdes em
industrias economicamente estratégicas. Entre as diversas particularidades, destacam-se o fato
de serem de origem natural e, portanto, biodegradaveis (de modo a ndo poluir o ambiente),
serem praticamente atoxicas e serem compativeis com tecidos animal e vegetal
(THARANATHAN e KITTUR, 2003). Desse modo, existem inimeros estudos que levam em

consideragdo os potenciais usos de quitina e quitosana em diversas areas.

Como exemplificado na Tabela 1, a quitina pode ser aplicada, por exemplo, na induastria
alimenticia, a fim de aumentar qualidade e tempo de prateleira de diversos produtos (HAMED
et al., 2016) ou de ser utilizada como conservante de alimentos (SETHULEKSHMI, 2014,
BARIKANI et al., 2014). Em relagdo a quitosana, esta pode ser utilizada como prebiotico, por
ser uma fonte de fibras ndo digeridas por enzimas estomacais (CHEN, 2010) e pode ser utilizada
como suporte para imobilizacdo de enzimas empregadas na produgdo de alimentos e no
tratamento de residuos com poluentes (KRAJEWSKA, 2004). Na &rea farmacéutica,
biopolimeros de quitina e quitosana sdo utilizados para entrega de farmacos, devido a sua
biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa toxicidade (DASH et al., 2011), além de serem
utilizados na industria de cosméticos, aumentando a absor¢ao de compostos ativos pela pele
(MORGANTT et al.,2008), e na agricultura a partir do tratamento de sementes, a fim de
diminuir ataques de microrganismos (ZENG; MEIL;, WU, 2010). Assim como quitina e
quitosana, N-acetil-D-glicosamina também possuem diversas aplicacdes. Na medicina, o
composto pode ser utilizado no tratamento de artrose e artrite reumatoide, de modo a reduzir
danos nos ossos e diminuir a liberacao de superoxido por leucocitos (KAMEL, 1992). Existem
também estudos que analisam o uso de GIcNAc no tratamento de doenca inflamatoria intestinal
(DII), nos quais ficou comprovado que esse composto ajuda na restauracdo da camada protetora
do trato gastrointestinal (BURTAN, 1998). Na industria, N-acetilglicosamina, produzida a
partir da degradacdo da quitina, pode ser utilizada em cosméticos, com a finalidade de aumentar
a hidratagcdo da pele e pode ser utilizada também como aditivos em leites, cervejas e vinhos

(CHEN; SHEN; LIU, 2010).
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Tabela 1 - Areas de aplicacio e usos potenciais de quitina e seus derivados.

Area Exemplos de aplica¢oes

Entrega de farmacos
Liberagao gradual de medicamentos
Regeneracao de tecidos
Barreira contra infe¢ao microbiana

Farmacéutica e
Biomédica

' Transporte de ativos
Cosmetlca‘e Desenvolvimento de produtos para cabelo, pele ¢ higiene oral
dermatologica Agentes hidratantes e anti-envelhecimento

Barreira contra deterioracao de alimentos
Aditivos para conservagao de alimentos e desenvolvimento de
biofilmes comestiveis
Estabilizantes
Ingredientes para pré-bioticos

Alimentos

Fibras antimicrobianas e ndo-alergénicas
Téxtil Agentes coagulantes e floculantes para tingimentos e remogao de
compostos quimicos de residuos
Aumento da defesa de plantas e protecdo contra microrganismos e
‘ pragas
Agricultura Substituto para pesticidas quimicos
Acelerador da germinacdo de sementes

Industria de Aumenta a resisténcia do papel a umidade
papel Embalagens biodegradaveis para alimentos

Imobilizag¢ao de enzimas utilizando quitina, quitosana e derivados
Desenvolvimento de biossensores para medir niveis de
contaminantes no meio ambiente

Imobilizagao de
enzimas

Fonte: Adaptado de Hamed et al., 2016.

Além de haver aplicabilidade para os produtos gerados a partir da atividade enzimatica
das quitinases, também existem aplicacdes que utilizam diretamente essas enzimas. Quitinases
podem, por exemplo, ser utilizadas na degradacao de residuos de quitina gerados pela industria
de crustaceos (STOYKOV, 2014). Além disso, podem ser utilizadas também para degradar a
quitina presente no exoesqueleto de alguns insetos que causam danos extensos em lavouras.

Existem estudos que avaliaram a sinergia entre quitinases e endotoxinas de Bacillus
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thuringiensis para provocar efeitos toxicos em larvas do género Choristoneura
(NAMPOOTHIRI 2004; VU, 2009). Aplicagdes de quitinases para o controle do crescimento
de fungos fitopatogénicos, em plantagdes, também sdo estudadas extensamente. Por exemplo,
a expressdo de uma quitinase em plantas de batata e tabaco permitiu que essas linhagens se
tornassem totalmente resistentes a alguns fungos, tais como Alternaria alternata, Alternaria
solani, e Botrytis cinerea (HOWELL, 2003). Alguns usos de quitinases estdo expostos na
Figura 2, adaptada de Rathore, 2015.

[Figura 4 - Aplica¢oes industriais de quitinases.

TRATAMENTO DE RESIDUOS DE
QUITINA DA INDUSTRIA DA PESCA

PR y PREPARAGCAO DE CELULAS

CONTROLE DE FUNGOS
FITOPATOGENICOS

BIOPESTICIDA CONTRA PRAGAS

AGENTES ANTI-TUMORAIS E
ANTI-HIPERTENSIVOS

AGENTES ANTIFUNGICOS

Fonte: Adaptado de Rathore, 2015

Quitinases possuem diversas aplicacdes em areas diferenciadas e economicamente
estratégicas e, desse modo, ¢ importante que existam estudos envolvendo a purificacao e a
caracterizacdo de enzimas quitinoclasticas, bem como sua producdo em larga escala

(preferencialmente, de forma heterologa).
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2.3 C. violaceum como fonte de enzimas para degradacio da quitina

C. violaceum ¢ uma bactéria saprofita e anaerdbia facultativa pertencente a classe p-
Proteobactéria, presente, principalmente, em ecossistemas tropicais € subtropicais
(KOBURGER, 1982). Esse microrganismo tem como principal caracteristica a producao de um
pigmento violeta, o qual ¢ bastante utilizado de forma dermatoldgica, além de estar presente
em abundancia no Rio Negro da floresta Amazonica brasileira, motivo pelo qual ¢ estudado
extensivamente por pesquisadores brasileiros (CALDAS, 1978; CALDAS, 1990;
VASCONCELOS, 2003). Alguns microrganismos, como C. violaceum, possuem uma imensa
quantidade de proteinas que com potencial de uso em diferentes industrias e, desse modo,

podem ser produzidas em larga escala.

O genoma da estirpe ATCC 12472 de C. violaceum foi totalmente sequenciado e
analisado em 2003 pelo Brazilian National Genome Sequencing Consortium e, a partir de
analises feitas desse genoma, varios genes codificando provaveis quitinases e outras enzimas
quitinoclésticas, pertencentes a diferentes familias de GHs (GH3, GH18, GH19, GH20 e GH23)
e AAs (AA10), foram identificados e anotados (VASCONCELOS, 2003). A proteina CV2935,
da familia GH18, por exemplo, foi produzida de maneira recombinante em células de E. coli
BL21(DE3) e avaliada para a presen¢a de atividade quitinocléasticas (LOBO, 2013). Apesar
desse estudo, ainda existem muitas proteinas de C. violaceum que ainda nao tiveram suas

capacidades enzimaticas avaliadas.

Proteinas recombinantes sdo, geralmente, proteinas de interesse comercial, médico,
entre outros, produzidas por microrganismos que normalmente ndo possuem 0s genes que
codificam a produgdo da proteina de interesse em questao. Desse modo, para produzir essas
proteinas, ¢ necessario isolar o gene que as codificam e clonar esse gene em um vetor de
expressdo. Esse vetor serd utilizado para transformar as células de um microrganismo,
especialmente E. coli, a fim de induzir a producao heteréloga dessas proteinas (CLARK, 2016).
Ao levar em consideracao a auséncia de informacgdo sobre a funcionalidade da maioria dos
membros das familias de GHs de C. violaceum envolvidas na desconstrugdo da quitina e a vasta
quantidade de enzimas quitinocldsticas desse microrganismo que ainda ndo foram
caracterizadas e avaliadas, percebe-se que devem haver estudos que envolvam a expressao
heter6loga em E. coli de proteinas quitinoclasticas de C. violaceum, visto que esse

microrganismo pode ser fonte de enzimas bastante relevantes economicamente.
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2.4. Producao de proteinas por sistemas heterdlogos

Organismos vivos, como plantas e microrganismos, podem ser fontes de proteinas
relevantes, tanto do ponto de vista comercial e industrial, quanto terapéutico. No entanto,
apenas uma pequena quantidade de proteinas pode ser isolada, de forma abundante, de seus
hospedeiros nativos (HARTLEY, 2006). Proteinas heter6logas sdo proteinas produzidas em
organismos diferentes do seu organismo de origem. A producdo dessas proteinas envolve
clonagem de um gene que a codifique em um sistema que maximize a produgao e a purificagdo
da mesma. Desse modo, a expressao de proteinas em sistemas heterologos ¢ necessaria para a
obten¢do, em larga escala, de proteinas economicamente interessantes para diversas areas

industriais.

A expressao de proteinas a partir da transformagdo de microrganismos ¢ uma técnica
fundamental para a biologia molecular e para a pesquisa cientifica envolvendo proteinas em
geral (QORONFLEH, 2007). Organismos, eucarioticos ou procarioticos, sdo constantemente
utilizados para essa atividade por possuirem caracteristicas que permitem a super expressao de
proteinas de interesse. Entre as caracteristicas mais comuns se destacam: rapido crescimento
celular; capacidade de crescimento em meio de cultivo simples e de baixo custo; atoxicidade;
manipulacdo e propagacdo faceis e disponibilidade de diferentes estirpes bem definidas

geneticamente (LODGE, 2007).

O organismo utilizado com mais frequéncia para a expressao de proteinas ¢ E. coli por
possuir todas as caracteristicas citadas anteriormente, além de possuir uma série de mecanismos
utilizados para otimizar a clonagem e a expressao proteica (LODGE, 2007). A criagao de cepas
modificadas, a fim de produzir melhorias no processo, ¢ um exemplo de mecanismo. A cepa
DHS5a possui modificagdes que conferem maior estabilidade ao genoma bacteriano e facilitam
a transformagao celular com vetores contendo genes de interesse. Uma mutac¢do no gene endA 1
permite a desativagdo de uma endonuclease e permite que o vetor inserido nao seja degradado
no citoplasma. Além disso, uma mutagdo em recAl permite  diminuir a recombinagdo
homologa do vetor com o genoma bacteriano. Isso € necessario para permitir que o plasmideo
se replique no citoplasma bacteriano (BRYANT, 1986). Outra cepa disponivel comercialmente
e utilizada para expressao heterodloga de proteinas ¢ a BL21(DE3). Essa cepa possui um gene
para a codificagdo da RNA polimerase T7 de bacteriéfago DE3 sob um promotor lacUVS5,
induzido por IPTG (DAVANLOO, 1984). Além disso, possui elevado nivel de expressao

devido a auséncia de duas proteases, Lon e OmpT. Essa auséncia permite um maior acumulo
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de proteinas no citoplasma bacteriano, ou seja, contribui para a superexrpressdo proteica

(PHUE, 2008).

Apesar do uso de E. coli permitir a alta expressdo de proteinas recombinantes, existe
uma série de entraves que dificultam a atividade. Por exemplo, pode haver a formagao de corpos
de inclusdo, estruturas insoluveis formadas por agregados de proteinas fora da conformagdo
nativa. Apesar de as razdes para a formagao dessas estruturas nao serem completamente
compreendidas, a falta de mecanismos de formacdo de pontes dissulfeto aliada a maquinaria
celular do microrganismo poder ndo suportar altos niveis de expressao, podem contribuir para
a formacao de corpos de inclusdao (QORONFLEH, 2007). Um método adequado para aumentar
a solubilidade de corpos de inclusdo ¢ a utilizagdo de proteinas de fusdo, as quais aumentam a
produ¢do de proteinas na fracdo soluvel (YOUNG, 2012). A tiorredoxina (TRX),
especialmente, ¢ utilizada em proteinas expressas em E. coli. Além de aumentar a solubilidade
e evitar, na maioria das vezes, a formacao de corpos de inclusdo, a presenca dessa tag de fusao
pode aumentar a atividade da proteina expressa (LAVALLIE, 1993). Portanto, a otimizagao da
produgdo de proteinas recombinantes deve levar em consideragdo a solubilidade proteica em

meio aquoso.

2.5 Bioinformatica para o estudo de proteinas

A bioinformatica, também conhecida como biocomputagdo, surgiu na década de 1980 e
se estabilizou como mais uma tecnologia computacional com impactos sociais, tanto
individuais quanto coletivos (ARAUJO, 2008). De modo geral, a bioinformatica pode ser
considerada como uma area de conhecimento que utiliza técnicas computacionais e
matematicas para apresentar novas solugdes para a analise de dados bioldgicos (LESK, 2008).
Desse modo, a bioinformatica ¢ uma poderosa ferramenta para a resolucdo de problemas

complexos, contribuindo para o avango das Ciéncias Biologicas.

Por se tratar de uma area multidisciplinar, a bioinformatica reune diferentes areas de
conhecimento, tais como ciéncia da computagdo, matematica, estatistica e biologia molecular.
A reunido de abordagens diferentes permite, principalmente, a analise da grande quantidade de
dados obtidos a partir do sequenciamento de DNA e de proteinas (PROSDOCIMI, 2007). Além
disso, a bioinformatica permite que haja um compartilhamento maior de informagdes através
da internet. Isso permite que pesquisadores, do mundo todo, possam ter acesso a dados e a

ferramentas que ajudam nos estudos relacionados a, principalmente, biologia molecular
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(ARAUJO, 2008). Diante disso, a bioinformatica possui uma gama extensa de aplicacdes em

diversas areas da ciéncia.

Em relacdo a sua atuagdo na biologia molecular, a bioinformatica ¢ utilizada,
principalmente, para execu¢do de tarefas que fornecem subsidios para a pesquisa realizada
nessa area. Desse modo a bioinformatica pode ser utilizada, por exemplo, para a analise de
sequéncias nucleotidicas ou proteicas, para buscar por similaridades entre sequéncias, para
anotar genomas inteiros de organismos e para a realizacao de filogenia e modelagem molecular
(ALVES, 2013). Ferramentas de bioinformatica também podem ser utilizadas para analises em
diferentes “Omicas”, tais como genomica e protedmica, a fim de responder questdes complexas
envolvendo cada uma dessas areas (FACHIN, 2017). Uma aplicagao direta na gendmica, por
exemplo, pode envolver a descoberta de diferencas entre sequéncias nucleotidicas entre um
organismo saudavel e um doente, o que influencia o diagndstico e o tratamento de doengas
(ARAUIJO, 2008). Em relagdo a protedmica, que estuda o conjunto de proteinas expressas em

uma cé¢lula ou tecido, a bioinformdatica pode ser utilizada, por exemplo, para identificar

sequéncias de aminoacidos e para predizer estruturas terciarias de proteinas (BRUM, 2007).

Ferramentas de bioinformatica permitem a analise de sequéncias de aminoacidos e de
estruturas proteicas, além de fornecerem dados sobre a interacao de proteinas com seus
possiveis substratos. Portanto, a bioinformatica ¢ extremamente importante em estudos que

envolvem proteinas por permitir um estudo mais aprofundado das mesmas.

2.5.1 Estudo de dominios proteicos

Proteinas sdo formadas por residuos de aminoécidos, com cada um destes unidos por
ligacdes covalentes chamadas de ligagdes peptidicas. Essas biomoléculas, formadas tanto por
extensas cadeias peptidicas quanto por um pequeno nimero de residuos de aminodacidos,
exercem diferentes funcdes bioldgicas e controlam, praticamente, todos as reagdes € processos
que acontecem nas células. Em seu estado nativo, uma proteina possui uma estrutura
tridimensional que vai ao encontro de sua fun¢do principal. Dentro dessas estruturas
tridimensionais, existe o conceito de dominio. Dominios sdao definidos como uma parte da
cadeia polipeptidica que ¢ estavel isoladamente, de modo a poder manter sua fungao, caso seja
separado do restante da proteina (NELSON e COX, 2014).

Dominios sdo importantes para manter a funcdo das proteinas. E isso pode ser

comprovado, principalmente, pelo papel dos mesmos em enzimas. Por exemplo, a proximidade
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de dois dominios pode isolar o substrato de uma enzima do ambiente, permitindo, desse modo,
que a reagao enzimatica ocorra de forma eficiente (HAYWARD, 1999). Dominios também sao
importantes para manter estavel a conformagao nativa de proteinas. Em um estudo realizado
por Xu e Nussinov (1999), foi observado que dominios sdo estaveis com 61 a 143 residuos de
aminodcidos. Cadeias muito curtas de aminoacidos podem ndo ser favoraveis o suficiente para
a formagao de interagdes entre os residuos, de modo a prejudicar a estrutura do dominio. Por
outro lado, cadeias muito grandes também nao sdo favoraveis a formagao de estruturas dos
dominios, de modo que o nimero médio de residuos ¢ igual a 100.

Além de contribuir para a estrutura tridimensional correta de proteinas, dominios
também sao utilizados em estudos de processos evolutivos. A comparagao de sequéncias de
acidos nucleicos ou de aminoacidos permite a observagao de partes das sequéncias que
apresentam concordancia. Essas partes representam, geralmente, dominios proteicos. Desse
modo, por possuirem a mesma sequéncia de aminoacidos em proteinas diferentes, percebe-se
que dominios proteicos sao estruturas altamente conservadas e que exercem fungdes chave nas
proteinas em que estdo presentes (BAGOWSKI, 2010; NELSON e COX, 2014).

O estudo de dominios proteicos utilizando, principalmente, ferramentas de
bioinformatica, ¢ vital em pesquisas envolvendo proteinas desconhecidas para elucidar

informagdes importantes sobre as mesmas.

2.5.2 Modelagem de proteinas

O arranjo dos atomos de uma proteina, de maneira tridimensional, ¢ chamado de
estrutura terciaria. Quando proteinas possuem segmentos das cadeias polipeptidicas interagindo
entre si ¢ se organizando em complexos tridimensionais, fala-se em estrutura quaternaria
(NELSON e COX, 2014). Proteinas realizam determinadas fung¢des, de acordo com essas
estruturas tridimensionais e, desse modo, a fun¢do de uma determinada proteina est4 ligada a
sua forma nativa. Assim, a descoberta da conformagao espacial dessas biomoléculas ¢ uma das
principais fung¢des da bioinformatica (PRODOSCIMI, 2007).

A modelagem molecular consiste, principalmente, no estudo da geometria e de
propriedades de proteinas através da utilizagdo de ferramentas computacionais. O método ¢
utilizado, principalmente, em estudos biologicos realizados com o intuito de elucidar estruturas
e mecanismos de acdo de proteinas desconhecidas ou dificeis de serem obtidas e purificadas
em larga escala (FIGUEIREDO, 2005). No entanto, a modelagem molecular utiliza padrdes de
ligagdes quimicas e moleculares e dados obtidos de experimentos fisicos, tais como

cristalografia com difracdo de raios-X ou estruturas deduzidas de ressondncia magnética
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nuclear (NMR). Apesar de existirem avangos nesses métodos, eles geralmente possuem
problemas que persistem até hoje. Em relagcdo ao uso da cristalografia, a obtengdo de amostras
em quantidade suficiente para formar os cristais € muito dificil na maioria dos casos. Além
disso, cerca de apenas uma em cada 20 proteinas produzem cristais adequados, o que torna a
determinagdo estrutural um grande desafio (FILHO e ALENCASTRO, 2003; MAGGIO e
RAMNARAYAN, 2001). Tendo em vista as dificuldades em descobrir a estrutura de proteinas
desconhecidas por métodos classicos de modelagem molecular, a modelagem de proteinas por
homologia se destaca como um método mais simples de ser utilizado.

Modelagem por homologia ou modelagem comparativa utiliza dados cristalograficos ja
existentes, presentes em bancos de dados de proteinas ou de sequéncias de aminoacidos, para
determinar estruturas e funcdes de proteinas desconhecidas (FIGUEIREDO, 2005). A
abordagem baseia-se em padrdes gerais conservados evolutivamente. Desse modo, segundo
Branden e Tooze (1991):

(a) homologia entre sequéncias de aminoacidos significa semelhanga estrutural e
funcional; (b) proteinas homologas apresentam regides internas conservadas, especialmente
estruturas relacionadas a estrutura secundaria (o-hélices e folhas-B, por exemplo); (c) as
principais diferencas estruturais entre proteinas homologas ocorrem nas regides constituidas,
principalmente, por algas (“loops”), que ligam os elementos de estruturas secundarias.

A abordagem de modelagem por homologia, portanto, ¢ mais simples e mais utilizada
por usar uma sequéncia de aminoacidos da proteina alvo e comparar esta com dados
cristalograficos de uma proteina ja estudada anteriormente, chamada de “template”, a qual
possui semelhancas e homologia com a proteina estudada (SOARES, 2016). Para utilizar a
modelagem por homologia de modo adequado, uma série de passos deve ser seguida. Segundo
Prodoscimi (2007), esses passos envolvem:

(1) Identificacdo das proteinas ja modeladas que apresentam sequéncias similares a
proteina estudada. Essa identificacdo ocorre, geralmente, pelo alinhamento de
sequéncias da proteina alvo com sequéncias presentes em bancos de dados de
proteinas;

(2) Selecao de proteinas que serdo utilizadas como molde, baseada em algoritmos de
semelhanca entre essas e a proteina alvo;

(3) Alinhamento da sequéncia utilizada com as sequéncias obtidas no banco de dados;

(4) Construcao de modelos da proteina alvo através da similaridade desta com as
proteinas escolhidas como molde;

(5) Avaliagao dos modelos utilizando algoritmos de teste.
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A modelagem por homologia possui algumas limitagdes. Por exemplo, para criar um
modelo tridimensional confidvel, ¢ necessario encontrar um template que possua mais de 30%
de semelhanca com a proteina alvo. No entanto, moldes para proteinas grandes, ou seja, que
possuem mais de 200 residuos de aminodacidos, geralmente, ndo estdo presentes nos bancos de
dados de proteinas visto que a maior parte dos dados cristalograficos presentes nestes sao de
fragmentos de proteinas maiores. Templates com residuos faltando ou com rotdmeros em
posi¢gdes desfavoraveis podem contribuir para que o modelo tridimensional da proteina
desconhecida apresente erros (MARTZ; HASS, 2020). No entanto, apesar dessas limitagdes, a
modelagem por homologia ainda ¢ a ferramenta mais utilizada em estudos de bioinformatica
que utilizam proteinas com estruturas desconhecidas por sua simplicidade e eficacia na maioria

dos casos.
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3 PERGUNTAS DE PARTIDA

Vasconcelos et al. (2003) sequenciaram completamente o genoma da estirpe ATCC
12472 de C. violaceum. Essa andlise permitiu a descoberta de varios genes codificando
provaveis quitinases e outras enzimas quitinoclasticas, pertencentes a diferentes familias de
GHs (GH3, GH18, GH19, GH20 ¢ GH23) ¢ AAs (AA10), foram identificados e anotados.
Apesar disso, existem poucas informagdes sobre producdo dessas proteinas de forma
recombinante e¢ sobre a verdadeira capacidade de degradagdo de quitina e quitosana das

mesmas.

Levando em consideragao que a estirpe ATCC 12472 ¢ uma fonte promissora de
enzimas com alto potencial econdmico e que as informagdes sobre essas proteinas e seus

substratos ainda sdo bastante obscuras, as seguintes questdes podem ser elaboradas:

e Proteinas codificadas nas familias GH3, GH19, GH20, GH23 ¢ AA10 podem ser
produzidas, de forma eficiente, de forma heter6loga em células de E. coli?

e As proteinas estudadas, presentes no genoma de C. violaceum ATCC 12472, sao
capazes de degradar quitina e quitosana?

e (Quais sao os mecanismos de catalise utilizados pelas proteinas que possuem atividade

enzimatica?
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4 JUSTIFICATIVA

Enzimas quitinoclésticas ou quitosanasica possuem um amplo espectro de aplicagdes
econOmicas e biotecnologicas tais como: tratamento de doencas como asma e sinusite cronica,
utilizagao em drogas antitumorais, preservacao de alimentos e controle de insetos e fungos em
lavouras (HAMID et al., 2013). Essas proteinas, presentes em bactérias como, por exemplo, C.
violaceum, podem ser produzidas em larga escala de forma recombinante, trazendo inumeros

beneficios a diferentes industrias e areas da ciéncia.

A degradagdo de quitina ¢ realizada, industrialmente, por métodos quimicos enolvendo
acidos fortes. Estas reacdes, no entanto, além de fornecerem um baixo rendimento, produzem
residuos téxicos em grande quantidade (ZHOU et. al., 2019). A obtencdo de N-
acetilglicosamina, realizada por métodos quimicos, apresenta os mesmos problemas de
producdo de residuos poluentes e de baixo rendimento e toxicidade (ZHANG et al., 2016).
Assim, a degradacdo enzimatica de residuos de quitina para a produgao de N-acetilglicosamina

e outros derivados é bastante atrativa.

A descoberta da estrutura e do mecanismo de catalise de proteinas com atividades de
degradacao de quitina ou quitosana ¢ tdo importante quanto a produgdo em larga escala das
mesmas. A fun¢do de uma proteina ¢ determinada por sua estrutura tridimensional, visto que o
arranjo de atomos na mesma determina, por exemplo, o sitio catalitico de uma enzima. A
descoberta de como uma proteina estd arranjada no espago, portanto, permite um maior
entendimento de como uma proteina funciona, permitindo o controle e modificagdo da mesma,

de acordo com diferentes objetivos (DARNELL, 2020).

Assim, ao levar em consideracdo essas informacgdes, fica claro que a realizacdo de
estudos que envolvam a expressao heterologa de proteinas, que degradam quitina ou quitosana,
de C. violaceum, bem como a descoberta da estrutura tridimensional das mesmas, ¢ importante,

tanto cientificamente, quanto economicamente.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

Produzir, de maneira heter6loga, proteinas codificadas no genoma de C. violaceum
ATCC 12472 e avaliar as proteinas recombinantes obtidas para a presenca de atividade
enzimatica. Além disso, caracterizar, in silico, proteinas que possuem essa atividade, a fim de

entender mais sobre o modo como as mesmas interagem com seus substratos.

5.2 Objetivos Especificos

e Transformar células de E. coli DH5a e BL21(DE3) com plasmideos sintéticos
codificantes para as proteinas alvo (proteinas de C. violaceum ATCC 12472 das familias
GH3, GH19, GH20, GH23 ¢ AA10).

e Avaliar a expressdo das proteinas recombinantes em diferentes temperaturas de cultivo.

e Avaliar se as proteinas recombinantes apresentam atividade para degradagdo de quitina
(quitinoclastica) e de quitosana (quitosanasica).

e Escolher de acordo com critérios a proteina recombinante mais promissora, para
produgdo e purificacdo em larga escala.

e Estudar os dominios conservados das proteinas com atividade enzimadtica, a fim de
entender o modo como essas proteinas degradam substratos e investigar semelhancas
entre proteinas da mesma familia de hidrolases de glicosideos (GHs).

e Gerar um modelo tridimensional para proteinas com atividade quitinoclastica ou

quitosanasica.
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6 MATERIAIS E METODOS

6.1 Analise in silico de proteinas e construcio de plasmideos sintéticos

Foram realizadas andlises in silico de diferentes proteinas presentes em 10 familias de
proteinas (AA10, GH3, GH16, GH18, GH19, GH20, GH23, GH24, GH46 ¢ GH73), a fim de
escolher proteinas promissoras para a expressao heterdloga. As analises foram feitas de modo
a obter informacgdes sobre algumas proteinas de cada familia, com o propoésito de escolher as
que, teoricamente, terao uma melhor expressao em células de E. coli. Desse modo, nimero de
nucleotideos, massa molecular, ponto isoelétrico, presenca de peptideo sinal e solubilidade
foram obtidos para cada proteina. Massa molecular, nimero de nucleotideos e pl de cada
proteina foram medidos, utilizando a ferramenta Compute pl/Mw tool do ExPASy
(GASTEIGER et al., 2005). A presenga de peptideo sinal foi determinada ao submeter as
sequéncias de aminoacidos no servidor SignalP (NIELSEN et al., 1997). Para determinar a
solubilidade de cada proteina, foram utilizados quatro servidores diferentes: PROSO
(SMIALOWSKI et al., 2007), PROSO II (SMIALOWSKI et al., 2012), Protein-Sol
(HEBDITCH et al., 2017) e SCRATCH Protein Predictor (CHENG et al., 2005). Apds a
escolha, houve a sintese de plasmideos codificando cada proteina escolhida. Esses plasmideos
foram construidos com otimizacao de codons para expressdo em E. coli e os fragmentos de
DNA foram clonados, cada um, nos vetores pET-32a, com os sitios de restricdo para BamHI
e Xhol. As proteinas foram fusionadas com tags de tiorredoxina (Trx), a fim de aumentar a

solubilidade das mesmas, e as construgdes foram produzidas pela empresa GenOne.

6.2 Transformacdo de células para a producio de proteinas recombinantes de C.

violaceum

6.2.1 Transformacdo de E. coli DH5a. por choque térmico

Com o intuito de realizar a transformacao por choque térmico, foi necessario preparar
células competentes de E. coli por tratamento com cloreto de calcio, a partir do protocolo

desenvolvido por Sambrook e Russel (2001) As células de DH5a foram plaqueadas em meio
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LB 4gar, sem antibiotico, e cultivadas, em estufa a 37 °C, por 16 horas. Apds o crescimento,
houve a escolha de uma colonia isolada ¢ a inoculagdo desta colonia em 5 mL de meio LB
caldo, também sem antibidtico. A cultura foi incubada a 37 °C, 180 rpm e, apds 16 h, I mL da
cultura foi transferido para um frasco contendo 100 mL de meio LB caldo. O frasco foi incubado
a 37 °C, sob agitacdo de 180 rpm até atingir uma densidade optica 0,2 a 0,3, observada por
espectrofotometro a 600 nm (D.0.600). Apos atingirem a D.0.600 desejada, as células foram
coletadas por centrifugacao a 3.000 x g por 10 min a 4 °C. Posterior a centrifugacao, as cé¢lulas
foram ressuspendidas em 20 mL de solucdo gelada de CaCI2 50 mM e incubadas no gelo por
30 minutos. As células foram novamente centrifugadas a 3.000 x g por 10 min a 4 °C e
ressuspendidas em 2 mL de CaCl2 50 mM. Em seguida, foram aliquotadas em por¢des de 200
ul, em microtubos estéreis com capacidade para 1,5 mL. Para iniciar o processo de
transformagdo foram adicionados, a cada microtubo, 4 puL (5 ng/Ml, totalizando 20 ng) das
solugdes de plasmideos (GenOne). Além dos tubos contendo as construgdes, um tubo contendo
4 uL de agua deionizada estéril e 200 pL da suspensao de células de E. coli foi preparado para
ser utilizado como controle. Os microtubos foram incubados em gelo por 30 min.
Posteriormente, foram incubados em banho-maria a 42 °C por 3 min e, em seguida, incubados
em gelo por 2 min. Foram adicionados 800 puL. de meio SOC a cada microtubo e estes foram
incubados, novamente em banho-maria a 37° C por 1h e 30 min, com agitagdo ocasional. Em
seguida, foram plaqueados 150 pL de cada transformacdo em placas contendo LB &gar
contendo carbenicilina 100 ug/mL. As placas foram incubadas em posi¢ao invertida a 37 °C

por, no minimo, 12 horas.

6.2.2 Extracio de DNA Plasmidial

A extragdo de DNA plasmidial foi feita utilizando o kit NucleoSpin® Plasmid
(Machery-Nagel), de acordo com o manual do fabricante. Duas colonias isoladas, de cada
transformacao, foram inoculadas em frascos diferentes, contendo 5 mL de meio LB caldo com
carbenicilina em uma concentragdo de 100 mg/mL. Essas culturas forma incubadas a 37 °C,
sob agitagdo de 180 rpm, por 16 horas. Em seguida, as células de cada transformagdo foram
transferidas para microtubos estéreis de 2 mL e coletadas por centrifugacdo, em
microcentrifuga, a 13.000 rpm por 30 segundos. O sobrenadante de cada microtubo foi
descartado e o segmento celular resultante foi ressuspendido em 250 uL. de Tampao A1 (tampao

de ressuspensdo contendo RNAse), fornecido pelo kit. Apds verificar se ndo existe nenhum



41

agregado celular, o Tampao A2 (tampao de lise, contendo solugdo de hidréxido de sédio a 0,5-
2,0 %) foi adicionado. O conteudo dos microtubos foi misturado, suavemente, por inversao e,
em seguida, foram incubados em temperatura ambiente por 4 min. Foram adicionados, a cada
tubo, 300 puL de tampdo A3 (tampao de neutralizagdo com hidrocloreto de guanidina 36-50%)
e esses foram misturados por inversdo até o desaparecimento da cor azul. Os microtubos foram
centrifugados durante 5 min a 13.000 rpm. Apo6s a centrifugagdo, 750 uL do sobrenadante foram
adicionados as colunas NucleoSpin® Plasmid fornecidas pelo kit. As colunas, juntamente com
os tubos de coleta de 2 mL foram centrifugadas por 1 min a 13.000 rpm e, em seguida, houve
o descarte do fluxo do tubo coletor e adigdo de 600 uL do Tampao A4 (tampao de lavagem
contendo etanol). As colunas foram, novamente, centrifugadas por 1 min a 13.000 rpm. O fluxo
presente no tubo de coleta apds a centrifugacao foi descartado e as colunas foram centrifugadas
por 2 min a 13.000 rpm, a fim de retirar residuos de etanol. Em seguida, as colunas foram
encaixadas em microtubos de 1,5 mL estéreis e, posteriormente, houve a adi¢ao de 25 pL de
Tampao TE pH 8,0 estéril. Apos a adi¢do, os microtubos foram incubados por 3 minutos em
temperatura ambiente e centrifugados durante 1 min a 13.000 rpm (etapa que foi realizada duas
vezes). O DNA plasmidial obtido foi quantificado por um espectrofotdmetro Nanodrop, com

absorbancias de 260 e 280nm, com os resultados expressos em ng/uL.

6.2.3 Digestio de DNA Plasmidial

A reacdo de digestao foi realizada utilizando 2 pL. de Tampao R 10X (Fermentas), 2 uL
da enzima BamHI 15 U/ pL (Invitrogen), 2 pLL da enzima Xhol 10 U/ uLL (Fermentas) e 16 uL.
de DNA plasmidial, totalizando uma solu¢do de 20 puL. As solucdes foram incubadas a 37 °C
por 3 h e, em seguida, a 80 °C por 20 min em banho-maria. Apos a digestdo, houve a

confirmacao da mesma por eletroforese em gel de agarose 0,8%.

6.2.4 Eletroforese de DNA em gel de agarose

O gel de agarose, com concentragdao de 0,8% (m/v), foi preparado de acordo com o
protocolo descrito por Sambrook e Russel (2001). Portanto, o gel, com a concentraciao
desejada, foi preparado a partir da dissolugdo de 0,8 g de agarose (Vetec) em 100 mL de
solucao de dgua destilada com 2 mL de tampao TAE (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM pH



42

8,0). Apds o preparo do gel, foi acrescentado ao mesmo 5 pLL de brometo de etidio (0,5ug/mL).
As amostras resultantes da digestdao de DNA plasmidial foram misturadas a 4 pL de tampao
Loading Dye Green 5x (Promega), totalizando 20 pL. Cada uma das amostras foi aplicada a
um poco no gel de agarose e a eletroforese foi realizada a uma voltagem constante de 100 v.
Utilizou-se uma cuba horizontal e o gel foi submerso em tampao de corrida TAE 1x.. O
marcador utilizado foi o 1 Kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific). Apos o término da
eletroforese, as bandas de DNA foram visualizadas em um transiluminador (Vilber Lourmat)
a partir da exposicao do gel a luz UV. As imagens foram obtidas por um fotodocumentador

(Vilber Lourmat) acoplado ao equipamento.

6.2.5 Transformacdo de E. coli BL21(DE3) por choque térmico

A transformagao por choque térmico de células de E. coli BL21(DE3) foi feita utilizando
0 mesmo protocolo descrito no item 6.2.1. Células competentes de BL21 foram preparadas por
protocolo com cloreto de calcio. De cada suspensdo celular foram retirados 200 pL e
adicionados a tubos estéreis com capacidade de 1,5 mL. Houve a adicdo de 2 uL de DNA
plasmidial (aproximadamente 5 ng/uL, totalizando 10 ng) obtido a partir da extracdo feita a
cada microtubo para cada transformacao (foram obtidos dois clones de cada transformacao,
mas apenas um foi utilizado). Novamente, houve o preparo de um microtubo contendo 2 pL de
agua deionizada estéril e 200 puL da suspensao de células para ser utilizado como controle. Os
microtubos foram incubados em gelo por 30 min. Posteriormente, foram incubados em banho-
maria a 42 °C por 3 min e, em seguida, incubados em gelo por 2 min. Foram adicionados 800
uL de meio SOC a cada microtubo e estes foram incubados, novamente em banho-maria a 37°
C por 1h e 30 min, com agitagdo ocasional. Em seguida, foram plaqueados 150 pL de cada
transformagdao em placas contendo LB 4gar contendo carbenicilina 100 mg/mL. As placas

foram incubadas em posi¢ao invertida a 37 °C por, no minimo, 12 horas.
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6.3 Producao de proteinas recombinantes

6.3.1 Triagem de temperatura de inducdo da expressdo de proteinas recombinantes em E.

coli BL21(DE3)

As células de E. coli BL21(DE3), contendo as nove estirpes diferentes para a producao
de hidrolases de glicosideos, foram plaqueadas em meio LB agar e incubadas invertidas a 37
°C por, no minimo, 12 horas. Uma colonia isolada de cada placa foi inoculada em 3 mL de
meio LB caldo contendo carbenicilina em uma concentragao de 200 pg/mL. Foram utilizados
tubos tipo Falcon com capacidade igual a 15 mL. Os tubos contendo as culturas foram
incubados por 37 °C com agitacdo orbital constante de 180 rpm por um periodo de trés horas.
Ap6s esse periodo, 1,5 mL de cada cultura foram transferidos para outros tubos Falcon com
capacidade para 15 mL. Houve a adicao de IPTG (Isopropil B-D-1-tiogalactopiranosida) para
uma concentragao final de 0,4 mM e, posteriormente, tanto os tubos com IPTG quanto os tubos
sem [PTG adicionado foram incubados a 25 °C sob agitacdo de 180 rpm por 3 h. Essa indugao
foi repetida para temperaturas de 20 °C, 30°C e 35 °C.

6.3.2 Lise celular

Posteriormemte as indugdes em diferentes temperaturas, as células foram coletadas por
centrifugacao a 6.000 x g por 20 min a 5 °C e ressuspendidas em 150 pL de tampao de lise TES
[Tris-HC1 50 mM pH 8,0, NaCl 0,15 M, EDTA 2 mM e glicerol 10% (v/v)]. Ap6s a adicdo do
tampao de lise, as células ressuspendidas foram transferidas para microtubos com capacidade
de 1,5 mL, nos quais foram adicionados 15 pL de Triton X-100 1% (v/v) e lisozima para uma
concentracao final de 100 pg/mL (a partir de um estoque de 10 mg/Ml). Em seguida., os tubos
foram incubados em banho-maria a 35 °C por 30 min para desenvolverem viscosidade. Apos
esse tempo, houve a adicdo de 2 pL. de DNase I, RNase- free, HC (50 U/L) (Thermo Fisher
Scientific) e de cloreto de magnésio (MgCl2) e cloreto de calcio (CaCl2) para uma concentracao
final de 8 mM e 10 mM, respectivamente. Posterior a adi¢dao, os microtubos foram incubados,
novamente, a 37 °C por 30 min até o desaparecimento da viscosidade. Ao serem retirados do
banho-maria, os microtubos foram centrifugados, em microcentrifuga, a 10.000 rpm por 20

min. O sobrenadante obtido, tanto para células induzidas com IPTG, quanto para células nao
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induzidas, foi transferido para microtubos com capacidade de 1,5 mL. Esse sobrenadante
representa a fragcdo soluvel das proteinas, enquanto o pellet de células obtido representa a fragao

insolavel.

6.3.3 Eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida sob condic¢oes desnaturantes

A eletroforese em gel de poliacrilamida, contendo dodecil sulfato de sddio (SDS-
PAGE), foi realizada de acordo com o protocolo descrito por Laemmli (1970), adaptado para
géis montados entre placas de vidro. O gel de empacotamento foi preparado com 3,5% de
acrilamida, 1% de SDS e tampado Tris-HC1 1,0 M pH 6,8, enquanto para o gel de resolucio
foram utilizados 15% de acrilamida, 1% de SDS e tampao Tris-HCI 1,5 M pH 8§,8. Os extratos
totais de proteinas (30 pL de cada) foram diluidos em 10 pL tampdo de amostra [Tris-HCI
0,0625 M, pH 6,8; SDS 2% (m/v); 2-B-mercaptoetanol 5% (v/v) e azul de bromofenol 0,001%
(m/v)] quatro vezes concentrado. Os corpos de inclusdo, contendo a fracdo insoluvel de
proteinas, também foram submetidos a eletroforese apds serem diluidos com 20 pL. do mesmo
tampao de amostra. Apds serem misturadas com tampao, as amostras foram aquecidas a 100
°C por 10 min. A eletroforese para as amostras produzidas pelas indugdes em temperaturas
diferentes (20 °C, 25 °C, 30 °C e 35° C) foram realizadas em sistema vertical Dual Gel Caster
(Hoefer, Sao Francisco, USA) sob voltagem constante de 120 V. O tampao utilizado para as
corridas foi Tris-HCI 0,025 M, pH 8,3; glicina 0,192 M; SDS 0,1 % (m/v). Foram utilizados,
nas corridas, dois marcadores de peso molecular diferentes. O primeiro foi o Low Molecular
Weight (GE Healthcare) e o segundo foi o Page Ruler™ Prestained Protein Ladder (Thermo
Fisher Scientific). As bandas de proteinas, tanto para fracdo soliivel quanto para fracao
insoluvel, foram coradas com Comassie Coloidal com CBB250, preparado de acordo com o
protocolo estabelecido por Dyballa e Metzger (2009), e descoradas com agua destilada. Os géis

obtidos foram fotodocumentados e as bandas de proteinas foram identificadas.
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6.4 Teste para atividade quitinoclastica das proteinas recombinantes

6.4.1 Teste para atividade quitinoclastica utilizando quitina coloidal

Os extratos proteicos de todas as proteinas recombinantes foram analisados para a
presenca de atividade quitinoclastica em quitina coloidal. Como controles, foram utilizados
agua destilada, tampao acetato de sodio 50 Mm, pH 5,2 e o extrato proteico obtido pela indugao
de células de BL21(DE3) nao transformadas. Para tanto, houve a adigao, em tubos eppendorf
de tampa rosqueada, a temperatura ambiente de 250 pL das amostras e de 250 pL de quitina
coloidal, preparada seguindo o protocolo determinado por Boller (1992) com modificacdes de
Martins-Miranda (2002). Os tubos tiveram seus conteidos homogeneizados e foram incubados
a 37 °C sob leve agitacao e, em seguida, foram incubados a 100 °C por 5 minutos. Apds esses
procedimentos, os tubos foram resfriados, imediatamente, em banho de gelo e centrifugados a
10.000 x g por 10 minutos. Com o objetivo de realizar a proxima etapa do experimento, foram
adicionados, em novos tubos (tampa rosqueada, 2 mL) 300 uL do sobrenadante obtido apds a
centrifugacao e 10 pL de B-Glucoronidadase. Os tubos foram incubados a 37 °C por 60 min,
sob leve agitagdo. Apos esse tempo, foram incubados a 100 °C por 5 minutos e resfriados,
imediatamente, em banho de gelo. Em seguida, houve a adi¢do de 190 uL de tampao acetato de
sodio 50 mM, pH 5,2 e de 100 pL de tetraborato de potassio 0,6 M. Os tubos foram, novamente,
incubados a 100 °C por 5 minutos e resfriados em banho de gelo por 5 minutos. Por ultimo,
houve a adicdo de DMAB diluido em acido acético (1:2). Os tubos tiveram sua solucao
homogeneizada e foram incubados a 37 °C por 20 minutos. As absorbancias dos referidos tubos
foram medidas em espectrofotdometro (Genesys 10 UV Scanning) foram medidas a 585 nm,

imediatamente apoOs a incubagao final. A atividade foi feita em duplicata.

6.4.2 Teste para atividade quitinoclastica utilizando quitina insoluvel

Os extratos proteicos de todas as proteinas recombinantes também foram analisados
para a presenca de atividade quitinoclastica com quitina insoluvel. O protocolo seguido foi

determinado por Boller (1992) com modificacdes de Martins-Miranda (2002) e de Fernandes
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(2017). Os controles foram os mesmos utilizados na atividade com quitina coloidal (agua
destilada, tampao acetato de s6dio 50 mM, pH 5,2 e o extrato proteico obtido pela indugao de
células de BL21(DE3) nao transformadas). Em tubos eppendorf de tampa rosqueada, foram
adicionados 2,5 mg de quitina de casca de caranguejo (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) e
100 pL de tampao acetato de sodio 50 mM, pH 5,2. Em seguida, houve a adi¢ao de 200 pL de
cada amostra (extratos proteicos das proteinas recombinantes) e de cada controle, totalizando
300 pL para cada reagdo. Os tubos foram mantidos a 37°C, sob agitacdo orbital de 180 rpm,
por 24 h. Apds esse periodo, a reagdo foi parada por aquecimento a 100°C por 5 min e imediato
resfriamento em banho de gelo e centrifugados a 10.000 x g por 10 minutos. Foram adicionados,
em novos tubos (tampa rosqueada, 2 mL), o sobrenadante obtido apos a centrifugacao e 10 pL
de B-Glucoronidadase. Os tubos foram incubados a 37 °C por 60 minutos, sob leve agitagao.
Apos esse tempo, foram incubados a 100 °C por 5 minutos e resfriados, imediatamente, em
banho de gelo. Houve a adi¢ao de 190 pL de tampao acetato de s6dio 50 mM, pH 5,2 e de 100
uL de tetraborato de potassio 0,6 M. Os tubos foram, novamente, incubados a 100 °C por 5
minutos e resfriados em banho de gelo por 5 minutos. Por tltimo, houve a adicio de DMAB
diluido em &cido acético. Os tubos tiveram sua solugao homogeneizada e foram incubados a 37
°C por 20 minutos. As absorbancias dos tubos foram medidas em espectrofotometro (Genesys
10 UV Scanning) foram medidas a 585 nm, imediatamente apds a incubagao final. Esse ensaio

também foi realizado em duplicata.

6.5 Teste para atividade quitosanasica das proteinas recombinantes

Assim como para a atividade quitinoclastica, houve a necessidade de analisar os extratos
das proteinas seguindo um protocolo, adaptado de Miller (1959), que utiliza acido 3,5
dinitrossalicilico (DNS) para medir a atividade quitosandsica. Os controles utilizados foram
agua destilada e o extrato proteico, obtido pela inducdo de células de BL21(DE3) nao
transformadas. Em tubos eppendorf de tampa rosqueada, foram adicionados 250 pL de
quitosana coloidal e 250 pL de cada amostra. A mistura foi incubada por 37°C, em banho maria,
por 1h. Apos a incubagdo, foram adicionados 500 pL do reagente DNS a cada tubo, os quais
foram incubados 100 °C por 5 minutos e resfriados em banho de gelo por 5 minutos. Apods esse
periodo, foi adicionado 1 mL de solugado de tartarato duplo de sédio e potassio a cada tubo. Por
fim, houve a centrifuga¢do dos tubos a 10.000 x g por 5 minutos. Os sobrenadantes obtidos para

cada tubo tiveram suas absorbancias medidas em espectrofotometro (Genesys 10 UV Scanning)
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a 540 nm apds zerar o aparelho com o branco (dgua destilada). O teste para atividade
quitosanasica foi realizado em duplicata para cada amostra de proteina recombinante e para os

controles.

6.6 Produciao de uma proteina recombinante em E. coli em escala maior

6.6.1 Inducdo de proteina recombinante

As células de E. coli BL21(DE3), contendo o plasmideo para uma das hidrolases de
glicosideo estudadas, foram plaqueadas em meio LB agar e incubadas invertidas a 37 °C por,
no minimo, 12 horas. Uma coldnia isolada de cada placa foi inoculada em 10 mL de meio LB
caldo, contendo carbenicilina em uma concentracdo de 200 pug/mL. Foi utilizado um
Erlenmeyer com capacidade igual a 100 mL, a fim de produzir um pré-indculo. O Erlenmeyer,
contendo a cultura, foi incubado por 37 °C com agitacao orbital constante de 180 rpm por um
periodo de trés horas. Apds esse periodo, 1,0 ml do pré-indculo foi transferido para 250 ml de
meio LB caldo presente em um Erlemneyer com capacidade para 3 L. Houve a adigao de IPTG
(Isopropil B-D-1-tiogalactopiranosida) para uma concentragdo final de 0,4 mM e,
posteriormente, o Erlenmeyer, contendo o indculo, foi incubado por um periodo de trés horas a
uma temperatura de 30 °C sob agitagao orbital constante de 180 rpm. Posterior a inducao, as
células foram coletadas por centrifugagdo a 6.000 x g por 20 min a 5 °C e submetidas ao
processo de lise celular, ja descrito anteriormente, utilizando, porém, um tampao diferente do
utilizado para a indugdo piloto (fosfato de s6dio S0mM, cloreto de sdédio 300mM, imidazol

10mM, pH 7,4).

6.6.2 Purificagdo de proteina recombinante

Com a finalidade de purificar a proteina expressa de forma heteréloga em células de
BL21(DE3), foi realizado um processo de cromatografia de afinidade por ions metélicos
utilizando uma resina de cobalto, HisPur™ Cobalt Resin (Thermo Fisher Scientific). A matriz
contém o volume de 3 ml e foi previamente equilibrada com o tampao de equilibrio contendo

fosfato de s6dio SO0mM, cloreto de sddio 300m, imidazol 10mM, pH 7.4. Apds esse tampao ser



48

totalmente drenado da matriz, a fragdo soluvel da proteina, obtida a partir da lise celular, foi
aplicada na matriz. O preparado foi passado duas vezes na matriz, a fim de obter o méximo de
ligacdo. Em seguida, a matriz foi lavada com o mesmo tampao de equilibrio e, posteriormente,
com um tampao de eluicdo, contendo fosfato de so6dio SO0mM, cloreto de s6dio 300m, imidazol
150mM, pH 7.,4. Os picos obtidos foram dialisados contra o tampao fosfato de s6dio 50 mM,
NaCl 500 mM e, em seguida, analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE). O fluxo de elui¢ao da coluna foi de 1 mL/min e as fragdes coletadas foram de 2 mL
por tubo e ensaio. As leituras das fragdes foram feitas por um espectrofotometro Genesys 10

UV Scanning e suas absorbancias foram medidas a 280 nm.

6.7 Ferramentas de bioinformatica para estudo de proteinas

6.7.1 Analise dos dominios das proteinas estudadas

Com o propdsito de obter informagdes sobre 0 modo como as proteinas que obtiveram
resultados na degradagdo de quitina ou quitosana interagem com seus substratos, foram
realizados alguns estudos de bioinforméatica sobre os dominios que compdem essas. Para tanto,
as sequéncias de aminoacidos para cada proteina, obtidas no banco de dados do NCBI foram
convertidas no formato FASTA e submetidas ao Banco de Dominios Conservados ou CDD
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml), também do NCBI (MARCHLER-
BAUER, 2002). Apds obter os resultados para cada proteina, foram preparadas representagdes
graficas da arquitetura de dominios de cada proteina escolhida para ser produzida em E. coli

utilizando um programa chamado IBS (Liu et. al., 2015).

6.7.2 Predigdo da estrutura 3D de proteinas

6.7.2.1 Escolha de modelos e modelagem por homologia

A sequéncia de aminodcidos, para as proteinas que apresentaram atividade

quitinoclastica ou quitosandsica, foi submetida a analise no SWISS-MODEL (BIASINI, 2014)
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e no BLASTP (MCGINNIS, 2004), a fim de obter modelos que possuam alta semelhan¢a com
as proteinas alvo. Além de fornecer templates, a estrutura prevista para as proteinas em questao
também pode ser fornecida pelo Swiss-Model, o qual apresenta parametros que avaliam as

melhores estruturas preditas.

6.7.2.2 Avaliacdo dos modelos

As estruturas preditas foram avaliadas utilizando o servidor MolProbity (CHEN, 2010).
O servidor, em questao, utiliza o plot de Ramachandran, o qual relaciona a posi¢ao de residuos
de aminoacidos com regides energeticamente favoraveis, baseado em angulos de rotagdo
(SOARES, 2016). Além disso, as estruturas preditas foram submetidas ao ERRAT2
(COLOVOS, 1993) e ao VERIFY-3D (BOWIE, 1991), com o proposito de avaliar a qualidade
das mesmas. O servidor ProSA-web (Protein Structure Analysis (WIEDERSTEIN, 2007)
também foi utilizado para avaliar a qualidade geral dos modelos utilizando Z-score. As
estruturas preditas ainda foram submetidas ao software PyMOL (The PyMolMolceular
Graphics System, Versdo 2.0 Schrodinger, LLC) a fim de compard-las com os templates

utilizados.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 Selecao de proteinas a serem expressas em E. coli

Apos andlises in silico, foram escolhidas nove proteinas para serem clonadas em células
de E. coli DH5a e expressas de forma soluvel por células de E. coli BL21(DE3). Essa escolha
foi baseada em dados de, principalmente, solubilidade, visto que proteinas, produzidas em
corpos de inclusdo, possuem dificuldade maior em serem expressas e purificadas. Os dados
sobre o nome ¢ a identificacdo de cada proteina, massa molecular tedrica e a solubilidade de
cada proteina estdo representados nas Tabelas 2, 3 e 4, respectivamente. Ressalta-se que as
proteinas serdo identificadas pela ORF (open reading frame) de cada inserto devido ao nome

extenso de cada uma delas.
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Tabela 2 - Identificacio das proteinas recombinantes de fusido, expressas a partir dos

insertos clonados em pET32a(+), codificando hidrolases de glicosideos de C. violaceum

ATCC 12472.

Inserto (ORF)

Identificacao

CV2592

CV0259

CV0554

CV0096

CV3323

CV2065

CV0348

CV2641

CV2601

AAQ60262.1 carbohydrate-binding protein
[Chromobacterium violaceum
ATCC 12472]
AAQS57938.1 probable glycosyl
hyrolase, family 3 [Chromobacterium violaceum ATCC
12472]
AAQ58230.1 probable carbohydrate- binding protein
[Chromobacterium
violaceum ATCC 12472]
AAQ57775.1 hypothetical protein
CV_0096 [Chromobacterium violaceum ATCC 12472]

AAQ60987.1 carbohydrate-binding protein
[Chromobacterium violaceum
ATCC 12472]
AAQ59745.2 probable beta-N- acetylhexosaminidase

[Chromobacterium

violaceum ATCC 12472]

AAQ58026.2 conserved hypothetical protein
[Chromobacterium violaceum
ATCC 12472]
AAQ60311.1 cell invasion protein
[Chromobacterium violaceum ATCC 12472]

AAQ60281.2 peptidoglycan N-
acetylmuramoylhydrolase [ Chromobacterium

violaceum ATCC 12472]

Fonte: elaborada pela autora
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Tabela 3 — Familias e massas moleculares tedricas (monoisotopicas) das proteinas
recombinantes de fusdo, expressas a partir dos insertos clonados em pET32a(+),

codificando hidrolases de glicosideos de C. violaceum ATCC 12472.

Massa molecular teérica Familia de GH ou AA a

qual pertence o dominio

Inserto (ORF) (em
Da) catalitico

CV2592 59640.28 AA10
CV0259 72982.23 GH3

CV0554 58441.73 AAI10
CV0096 43888.71 GH16
Cv3323 59726.24 AA10
CV2065 57001.57 GH3

CV0348 77092.94 GH23
CV2641 33818.72 GH23
CV2601 40690.61 GH23

Fonte: elaborada pela autora
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Tabela 4 — Solubilidades tedricas das proteinas recombinantes de fusio, expressas a partir
dos insertos clonados em pET32a(+), codificando hidrolases de glicosideos de C. violaceum

ATCC 12472.

Solubilidade
Inserto Solubilidade Solubilidade Solubilidade (SCRATCH
(ORF) (PROSO) (PROSO 1I) (Protein-Sol) Protein

Predictor)

CV2592 0.721 0.443 0.385 0.977889
CVv0259 0.815 0.438 0.342 0.582346
CV0554 0.635 0.490 0.366 0.649400
CV0096 0.655 0.480 0.358 0.882515
CV3323 0.583 0.554 0.347 0.945102
CV2065 0.556 0.653 0.494 0.716236
CV0348 0.703 0.655 0.763 0.830785
CV2641 0.695 0.287 0.476 0.672451
CVv2601 0.572 0.686 0.673 0.887462

PROSO e PROSO II: utilizam dados extraidos do Protein Expression and Purification Core Facility (pepcDB) e
do Protein Data Bank (PDB) para desenvolver um algoritmo com mais de 70% de acuracia. Resultados maiores
que 0,6 sdo mais favoraveis. Protein-Sol: utiliza dados prévios de solubilidade de diferentes proteinas expressas
em células de E. coli. Resultados maiores que 0,45 sdo mais favoraveis. SCRATCH Protein Predictor: utiliza
dados de proteinas superexpressas em células de E. coli. Resultados maiores que 0,5 sdo mais favoraveis. Fonte:
elaborada pela autora
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7.2 Transformacgao de células de E. coli com insertos sintéticos

Foram sintetizados nove plasmideos a partir das sequéncias de nucleotideos das
proteinas escolhidas, a fim de produzi-las de modo recombinante em células de E. coli. Para
permitir essa produgdo, houve a clonagem de células de E. coli da estirpe DHSa. A
transformagao foi verificada, de forma inicial, ao plaquear as células em meio LB solido com
carbenicilina 100 pg/mL. Todas as placas apresentaram crescimento ao serem submetidas a
incubagdo por 37 °C por um periodo de 12 horas. A placa que continha células nao
transformadas, ou seja, o controle, ndo apresentou crescimento. Em seguida, com o objetivo de
confirmar a presenga dos insertos no genoma bacteriano de E. coli DH5a transformadas com
os plasmideos sintéticos, houve a extracdo de DNA plasmidial das mesmas. Posterior a
quantificagdo do DNA por Nanodrop e a digestao por enzimas de restrigao (BamHI 15 U/ uL e
Xhol 10 U/ uL), houve a aplicacdo das amostras em pogos presentes em gel de agarose 0,8%.
Foram escolhidas duas colonias de cada placa contendo células de DHS5a transformadas,

totalizando 18 amostras de DNA plasmidial (Figura 5).
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Figura S - Eletroforese em gel de agarose (0,8%).

15

iiliHidiy

Todos os pogos contém DNA plasmidial digerido por enzimas de restri¢do (BamHI 15 U/ uL e Xhol 10 U/ uL).
Pogo 1: DNA plasmidial para CV0259 (clone 1). Pogo 2: DNA plasmidial para CV0259 (clone 2). Pogo 3: DNA
plasmidial para CV0554 (clone 1). Pogo 4. DNA plasmidial para CV0554 (clone 2). Po¢o 5: DNA plasmidial
para CV0096 (clone 1). Pogo 6: DNA plasmidial para CV0096 (clone 2). Pogo 7: DNA plasmidial para CV3323
(clone 1). Pogo 8: DNA plasmidial para CV3323 (clone 2). Po¢o9: DNA plasmidial para CV2065 (clone 1).
Pocgo 10: DNA plasmidial para CV2065 (clone 2). Pogo 11: DNA plasmidial para 0348 (clone 1). Pogo 12: DNA
plasmidial para CV0348 (clone 2). Pogo 13: DNA plasmidial para CV2641 (clone 1). Pogco 14: DNA plasmidial
para CV2641 (clone 2). Poco 15: DNA plasmidial para CV2601 (clone 1). Pogco 16: DNA plasmidial para
CV2601 (clone 2). Pogo 17: DNA plasmidial para CV2592 (clone 1). Pogo 18: DNA plasmidial para CV2592
(clone 2). M: Marcador 1 Kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific). Fonte: elaborada pela autora.
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Apo6s a transformagdo em células de DH5a, houve a extragdo do DNA plasmidial
dessas células, com o intuito de transformar células de BL21(DE3) e permitir a indugdo das
proteinas recombinantes escolhidas. A transformacao dessas células também foi comprovada
pelo plaqueamento das células transformadas para cada plasmideo em meio LB solido
contendo carbenicilina 100 pg/mL. Todas as placas contendo as células transforadas para cada
um dos plasmideos apresentaram crescimento apos condi¢des de incubagao de 37 °C por 12

horas.
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7.3 Inducio piloto de proteinas recombinantes

As células de BL21(DE3) foram cultivadas em meio LB liquido contendo carbenicilina
200 pg/mL a 37 °C, por 3 horas e sob agitacao orbital de 180 rpm. Metade da suspensao de
células (1,5 mL) foi induzida com IPTG (0,4 mM) por 3 horas e sob agitacdo orbital de 180
rpm. Foram utilizadas 4 temperaturas de incubagao diferentes, 20 °C, 25 °C, 30 °C e 35°C, a
fim de avaliar se hd mudanga na produgdo de proteinas recombinantes na fragdao soluvel. O
restante da suspensao nao foi induzido com o objetivo de avaliar se as proteinas sdo, realmente,
recombinantes ou se sdo nativas de E. coli. As células foram lisadas e as proteinas resultantes
da lise foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 15% em condigdes
desnaturantes (SDS-PAGE). Foram produzidos géis mostrando, para cada temperatura de
indugdo, tanto as proteinas recombinantes em fracao soluvel (Figura 6, Figura 8, Figura 10 e

Figura 12) quanto em fragao insolavel (Figura 7, Figura 9, Figura 11 e Figura 13).
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Figura 6 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) em condicées desnaturantes

(SDS-PAGE) para inducio a 20 °C (fracao soluvel).

(4) Células de BL21(DE3), transformadas com plasmideos sintéticos, ndo induzidas e induzidas para a produg¢do
de proteinas com IPTG a 20 ° C. O peso molecular identificando as proteinas é mostrado em cada banda. Pogo
1: CV2592 (ndo induzidas). Po¢o 2: CV2592 (induzidas). Po¢o 3: CV0259 (ndo induzidas). Pogo 4: CV0259
(induzidas). Pogo 5: CV0554 (ndo induzidas). Pogo 6: CV0554 (induzidas). Po¢o 7: CV0096 (ndo induzidas).
Pogo 8: CV0096 (induzidas). Pogo 9: CV3323 (ndo induzidas). (B) Células de BL21(DE3), transformadas com
plasmideos sintéticos, ndo induzidas e induzidas para a produgdo de proteinas com IPTG a 20 ° C. O peso
molecular identificando as proteinas é mostrado em cada banda. Pogo 1: CV3323 (induzidas). Poco 2: CV2065
(ndo induzidas). Poco 3: CV2065 (induzidas). Pogo 4: CV0348 (ndo induzidas). Poco 5: CV0348 (induzidas).
Pogo 6. CV2641 (ndo induzidas). Pogo 7: CV2641 (induzidas). Poco 8: CV2601 (ndo induzidas). Pog¢o 9:
CV2601 (induzidas). MW: marcador LMW (Low Molecular Weight-GE Healthcare). Fonte: elaborada pela

autora.
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Figura 7 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) em condicées desnaturantes

(SDS-PAGE) para inducio a 20 °C (fracao insoluvel).

Células de BL21(DE3), transformadas com plasmideos sintéticos, ndo induzidas e induzidas para a produgdo
de proteinas com IPTG a 20 ° C. O peso molecular identificando as proteinas é mostrado em cada banda. Pogo
1: CV2592 (ndo induzidas). Pogo 2: CV2592 (induzidas). Pogo 3: CV0259 (ndo induzidas). Pogo 4: CV0259
(induzidas). Pog¢o 5: CV0554 (ndo induzidas). Pog¢o 6: CV0554 (induzidas). (B) Células de BL2I1(DE3),
transformadas com plasmideos sintéticos, ndo induzidas e induzidas para a produgdo de proteinas com IPTG a
20 ° C. O peso molecular identificando as proteinas é mostrado em cada banda. Pogo 1: CV0096 (ndo
induzidas). Poc¢o 2: CV0096 (induzidas). Po¢o 3: CV3323 (ndo induzidas). Po¢o 4: CV3323 (induzidas). Po¢o
5: CV2065 (ndo induzidas). Poco 6: f CV2065 (induzidas). (C) Células de BL21(DE3), transformadas com
plasmideos sintéticos, ndo induzidas e induzidas para a produgdo de proteinas com IPTG a 20 ° C. O peso
molecular identificando as proteinas é mostrado em cada banda. Po¢o 1: CV0348 (ndo induzidas). Pogo 2:
CV0348 (induzidas). Po¢o 3: CV2641 (ndo induzidas). Pogo 4: CV2641 (induzidas). Po¢o 5: CV2601 (ndo
induzidas). Pogo 6: CV2601 (induzidas). MW: marcador LMW (Low Molecular Weight-GE Healthcare). Fonte:

elaborada pela autora.
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Figura 8 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) em condicdes desnaturantes

(SDS-PAGE) para inducao a 25 °C (fracao soluvel).

(4) Células de BL21(DE3), transformadas com plasmideos sintéticos, ndo induzidas e induzidas para a
produgdo de proteinas com IPTG a 25 ° C. O peso molecular identificando as proteinas é mostrado em cada
banda. Pogo 1: CV2592 (ndo induzidas). Pogo 2: CV2592 (induzidas). Pog¢o 3: CV0259 (ndo induzidas). Pogo
4: CV0259 (induzidas). Pogo 5: CV0554 (ndo induzidas). Pogo 6: CV0554 (induzidas). Pogco 7: CV0096 (ndo
induzidas). Po¢o 8: CV0096 (induzidas). Pogo 9: CV3323 (ndo induzidas). (B) Células de BL21(DE3),
transformadas com plasmideos sintéticos, ndo induzidas e induzidas para a producdo de proteinas com IPTG a
25 ° C. O peso molecular identificando as proteinas é mostrado em cada banda. Pogo 1: (induzidas). Pogo 2:
fragdo soluvel de CV2065 (ndo induzidas). Pogo 3: CV2065 (induzidas). Pogo 4: CV0348 (ndo induzidas). Pogo
5: CV0348 (induzidas). Po¢o 6: CV2641 (ndo induzidas). Pogo 7: CV2641 (induzidas). Po¢o 8: CV2601 (ndo
induzidas). Pogo 9: CV2601 (induzidas). MW: marcador LMW (Low Molecular Weight-GE Healthcare).Fonte:

elaborada pela autora.
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Figura 9 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) em condicdes desnaturantes

(SDS-PAGE) para inducio a 25 °C (fracao insolivel).

(4) Células de BL21(DE3), transformadas com plasmideos sintéticos, ndo induzidas e induzidas para a produgdo
de proteinas com IPTG a 25 ° C. O peso molecular identificando as proteinas é mostrado em cada banda. Pogo
1:de CV2592 (ndo induzidas). Po¢o 2: CV2592 (induzidas). Pogo 3: células para CV0259 (ndo induzidas). Pogo
4: insoluvel CV0259 (induzidas). Pogo 5: insoluvel CV0554 (ndo induzidas). Po¢o 6: insoluvel CV0554
(induzidas). (B) Células de BL21(DE3), transformadas com plasmideos sintéticos, ndo induzidas e induzidas
para a produgdo de proteinas com IPTG a 25 ° C. O peso molecular identificando as proteinas é mostrado em
cada banda. Pogo 1: insoluvel de CV0096 (ndo induzidas). Pogo 2: insoluvel CV0096 (induzidas). Pogo 3:
células para CV3323 (ndo induzidas). Pogo 4: insoluvel CV3323 (induzidas). Pogo 5: insoluvel CV2065 (ndo
induzidas). Pogo 6: CV2065 (induzidas). (C) Células de BL21(DE3), transformadas com plasmideos sintéticos,
ndo induzidas e induzidas para a produgdo de proteinas com IPTG a 25 ° C. O peso molecular identificando as
proteinas ¢ mostrado em cada banda. Pogo 1: fragdo insoluvel de CV0348 (ndo induzidas). Pog¢o 2: CV0348
(induzidas). Pog¢o 3: CV2641 (ndo induzidas). Pogo 4: CV2641 (induzidas). Pogo 5: CV2601 (ndo induzidas).
Pogo 6: CV2601 (induzidas). MW: marcador LMW (Low Molecular Weight-GE Healthcare). Fonte: elaborada

pela autora.
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Figura 10 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) em condicdes desnaturantes

(SDS-PAGE) para inducio a 30 °C (fracao soluvel).

A) Células de BL21(DE3), transformadas com plasmideos sintéticos, ndo induzidas e induzidas para a produgdo
de proteinas com IPTG a 30 ° C. O peso molecular identificando as proteinas é mostrado em cada banda. Pogo
1: CV2592 (ndo induzidas). Po¢o 2: CV2592 (induzidas). Poco 3: CV0259 (ndo induzidas). Pogo 4: CV0259
(induzidas). Pog¢o 5: CV0554 (ndo induzidas). Pogo 6: de CV0554 induzidas). Pogo 7. CV0096 (ndo induzidas).
Pogo 8: CV0096 (induzidas). Pogo 9: fragdo CV3323 (ndo induzidas). (B) Células de BL21(DE3), transformadas
com plasmideos sintéticos, ndo induzidas e induzidas para a produgdo de proteinas com IPTG a 30 ° C. O peso
molecular identificando as proteinas é mostrado em cada banda. Pogo 1: CV3323 (induzidas). Pogo 2: CV2065
(ndo induzidas). Pogco 3: CV2065 (induzidas). Pogo 4: CV0348 (ndo induzidas). Poco 5: CV0348 (induzidas).
Pogo 6: CV2641 (ndo induzidas). Pogo 7: CV2641 (induzidas). Pogco 8: CV2601 (ndo induzidas). Pog¢o 9:
CV2601 (induzidas). MW: marcador LMW (Low Molecular Weight-GE Healthcare). Fonte: elaborada pela

autora
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Figura 11 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) em condi¢des desnaturantes

(SDS-PAGE) para inducio a 30 °C (fracao insolavel).

(4) Células de BL21(DE3), transformadas com plasmideos sintéticos, ndo induzidas e induzidas para a produgdo
de proteinas com IPTG a 30 ° C. O peso molecular identificando as proteinas é mostrado em cada banda. Pogo
1: CV2592 (ndo induzidas). Pogo 2: CV2592 (induzidas). Pog¢o 3: CV0259 (ndo induzidas). Po¢o 4: CV0259
(induzidas). Pog¢o 5: CV0554 (ndo induzidas). Pog¢o 6: CV0554 (induzidas). (B) Células de BL2I1(DE3),
transformadas com plasmideos sintéticos, ndo induzidas e induzidas para a produgdo de proteinas com IPTG a
30 ° C. O peso molecular identificando as proteinas é mostrado em cada banda. Pogo 1: CV0096 (ndo
induzidas). Poc¢o 2: CV0096 (induzidas). Po¢o 3: CV3323 (ndo induzidas). Po¢o 4: CV3323 (induzidas). Po¢o
5: CV2065 (ndo induzidas). Pogo 6: CV2065 (induzidas). (C) Células de BL21(DE3), transformadas com
plasmideos sintéticos, ndo induzidas e induzidas para a produgdo de proteinas com IPTG a 30 ° C. O peso
molecular identificando as proteinas é mostrado em cada banda. Po¢o 1: CV0348 (ndo induzidas). Pogo 2:
CV0348 (induzidas). Po¢o 3: CV2641 (ndo induzidas). Pogo 4: CV2641 (induzidas). Po¢o 5: CV2601 (ndo
induzidas). Pog¢o 6: CV2601 (induzidas). MW: marcador Page Ruler™ Prestained Protein Ladder (Thermo

Fisher Scientific). Fonte: elaborada pela autora.
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Figura 12 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) em condi¢cdes desnaturantes

(SDS-PAGE) para inducao a 35 °C (fracao soluvel).

(4) Células de BL21(DE3), transformadas com plasmideos sintéticos, ndo induzidas e induzidas para a produg¢do
de proteinas com IPTG a 35° C. O peso molecular identificando as proteinas é mostrado em cada banda. Pogo
1: CV2592 (ndo induzidas). Pogo 2: CV2592 (induzidas). Poco 3: CV0259 (ndo induzidas). Pogo 4: CV0259
(induzidas). Pogo 5: CV0554 (ndo induzidas). Pogo 6: CV0554 (induzidas). Po¢o 7: CV0096 (ndo induzidas).
Pogo 8: CV0096 (induzidas). Pogo 9: CV3323 (ndo induzidas). (B) Células de BL21(DE3), transformadas com
plasmideos sintéticos, ndo induzidas e induzidas para a produgdo de proteinas com IPTG a 35 ° C. O peso
molecular identificando as proteinas é mostrado em cada banda. Pogo 1: CV3323 (induzidas). Pogo 2: CV2065
(ndo induzidas). Po¢o 3: CV2065 (induzidas). Pogo 4: CV0348 (ndo induzidas). Po¢o 5: CV0348 (induzidas).
Pogo 6: CV2641 (ndo induzidas). Po¢o 7: CV2641 (induzidas). Po¢o 8: CV2601 (ndo induzidas). Pogo 9:
CV2601 (induzidas). MW: marcador LMW (Low Molecular Weight-GE Healthcare).Fonte: elaborada pela

autora.
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Figura 13 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) em condi¢des desnaturantes

(SDS-PAGE) para inducio a 35 °C (fracao insolivel).

(4) Células de BL21(DE3), transformadas com plasmideos sintéticos, ndo induzidas e induzidas para a produg¢do
de proteinas com IPTG a 35 ° C. O peso molecular identificando as proteinas é mostrado em cada banda. Pogo
1: CV2592 (ndo induzidas). Pogo 2: CV2592 (induzidas). Pog¢o 3: CV0259 (ndo induzidas). Po¢o 4: CV0259
(induzidas). Pogo 5: CV0554 (ndo induzidas). Poco 6: CV0554 (induzidas). (B) Células de BL21(DE3),
transformadas com plasmideos sintéticos, ndo induzidas e induzidas para a produgdo de proteinas com IPTG a
35 ° C. O peso molecular identificando as proteinas é mostrado em cada banda. Pogo 1: CV0096 (ndo
induzidas). Po¢o 2: CV0096 (induzidas). Po¢o 3: CV3323 (ndo induzidas). Po¢o 4: CV3323 (induzidas). Po¢o
5: CV2065 (ndo induzidas). Pogo 6: CV2065 (induzidas). (C) Células de BL21(DE3), transformadas com
plasmideos sintéticos, ndo induzidas e induzidas para a produgdo de proteinas com IPTG a 35 ° C. O peso
molecular identificando as proteinas é mostrado em cada banda. Po¢o 1: CV0348 (ndo induzidas). Pogo 2:
CV0348 (induzidas). Pogo 3: ¢ CV2641 (ndo induzidas). Pogco 4: CV2641 (induzidas). Pogo 5: CV2601 (ndo
induzidas). Pogo 6: CV2601 (induzidas). MW: marcador Page Ruler™ Prestained Protein Ladder (Thermo

Fisher Scientific).Fonte: elaborada pela autora.
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A expressao das proteinas por células de E. coli BL21(DE3) foi evidenciada ao realizar
indugdes em pequena escala (piloto). A realizacdo desses experimentos, em diferentes
temperaturas, (20 °C, 25 °C, 30 °C e 35 °C) também forneceu resultados satisfatorios, os quais
serdo utilizados, futuramente, para a otimizacdo da producdo e purificacdo dessas proteinas
em escala maior. A partir da andlise dos géis de poliacrilamida, pode-se inferir, tanto que ha
a producdo de proteinas, quanto qual temperatura de inducdo entre as quatro analisadas
permitiu a producdo mais acentuada, na forma soluvel, de cada uma delas. Os valores para

cada temperatura estdo expostos na Tabela 5.

Levando em consideracgao esses dados, percebe-se que temperatura de 30 °C provocou
uma maior produ¢do para a maioria das proteinas estudadas (CV2592, CV0554, CV3323,
CV2065, CV0348, CV2641 e CV2601). As temperaturas de 20 °C e 25 °C permitiram uma
producdo mais acentuada das proteinas CV0259 e CV0096, respetivamente. Supde-se que a
maior parte das proteinas ndo teve bons resultados com a temperatura de 20 °C por essa
temperatura ser muito abaixo da utilizada para o crescimento de células de E. coli BL21(DE3),
a qual ¢ cerca de 27 °C. Os resultados para a producdo de proteinas, sob indu¢do a 35 °C,
foram similares aos obtidos para a temperatura de 30 °C, apesar dos géis para essa temperatura
apresentarem bandas levemente menos intensas. Portanto, percebe-se que houve a producgao,
em menor escala, de proteinas recombinantes em fragdo soluvel, apesar de a producdo de
forma insoluvel ainda estar presente. Esses dados sdo coerentes com as andlises in silico

realizadas inicialmente, visto que todas as proteinas sao soluveis.



67

Tabela 5 - Temperaturas de indugio adequadas para a producio heterologa, em células

de E. coli BL21(DE3), de proteinas recombinantes de C. violaceum ATCC 12472.

Inserto (ORF) Temperatura de

Inducao
CV2592 30°C
CV0259 20 °C
CV0554 30°C
CV0096 25°C
CV3323 30 °C
CV2065 30 °C
CV0348 30 °C
CV2641 30°C
CV2601 30°C

Fonte: elaborada pela autora
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7.4 Teste para atividades quitinoclastica e quitosanasica

Os extratos proteicos das proteinas estudadas foram submetidos a testes, a fim de avaliar
a presenca de atividade para degradacao de quitina ou quitosana. Nenhum dos extratos possuiu
atividade quitosandsica. Entretanto, duas proteinas apresentaram coloracdo rosada ao serem
testadas para atividade quitinoclastica, tanto utilizando quitina coloidal, quanto insoluvel. Uma
delas foi a proteina CV2065 e a outra foi a proteina CV0259, ambas da familia de hidrolases
de glicosideo 3 (GH3). A partir da observagdo visual, percebe-se que as duas proteinas em
questdo podem degradar quitina. As figuras 14 e 15 mostram o resultado para os testes
envolvendo quitina coloidal e quitina insolivel, respectivamente. A coloragdo rosa mais forte,
observada na atividade contra quitina insoluvel, deve-se ao fato de os tubos ficarem incubados
por mais tempo em relacdo a atividade realizada contra quitina coloidal (24 h e 1 h,
respectivamente). Desse modo, pode-se concluir que a atividade quitinoclastica ¢ proporcional

ao tempo de contato da enzima contra seu substrato.
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Figura 14 — Resultado do teste de atividade quitinoclastica de CV2065 e CV0259 contra
quitina coloidal.

C1: controle contendo dgua destilada. C2: controle contendo tampdo acetato de sodio 50 mM pH 5,2. C3:
controle contendo extrato de proteinas produzido por células de BL21(DE3) ndo transformadas. 1: resultado da
atividade quitinocldstica contra quitina coloidal para CV0259. 2: resultado da atividade quitinocldstica contra

quitina coloidal para CV2065. Fonte: elaborada pela autora.
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Figura 15 — Resultado do teste de atividade quitinoclastica de CV2065 e CV0259 contra
quitina insoluvel.

C1: controle contendo dgua destilada. C2: controle contendo tampdo acetato de sodio 50 mM pH 5,2. C3:
controle contendo extrato de proteinas produzido por células de BL21(DE3) ndo transformadas. 1: resultado da
atividade quitinoclastica contra quitina insoluvel para CV0259. 2: resultado da atividade quitinoclastica contra
quitina insoluvel para CV20065. Fonte: elaborada pela autora.
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8.5 Producio e purificacio de uma proteina recombinante

A proteina CV2065, uma hidrolase de glicosideo pertencente a familia GH3, foi
escolhida para ser produzida em uma escala maior por possuir a maior producdo aparente na
fracao soluvel. As células de BL21(DE3) contendo o plasmideo para a producdo dessa
hidrolase, foram cultivadas em meio LB liquido contendo carbenicilina 200 pg/mL a 37 °C,
por 3 horas e sob agitagdo orbital de 180 rpm. A suspensdo de células foi induzida com IPTG
(0,4 mM) também por 3 horas e sob agitacdo orbital de 180 rpm a uma temperatura de 30° C
(temperatura escolhida por produzir melhores resultados para a produgdo da proteina em
questdo). As células foram lisadas e as proteinas, resultantes da lise, foram submetidas a
cromatografia de afinidade por ions metalicos, utilizando uma resina de cobalto, HisPur™
Cobalt Resin (Thermo Fisher Scientific). Apos o processo de cromatografia e de didlise das
amostras em tampao Tris-HCl 50 mM pH 8,0, NaCl 500 mM e, os picos obtidos foram
analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). Através da andlise do gel,
¢ possivel perceber que a proteina CV2065 foi eluida com o tampdo contendo imidazol na
concentracdo de 150 mM (Figura 16). Além disso, pode-se constatar que a proteina foi
purificada, mas que pode ser necessaria mais uma cromatografia, com a finalidade de purifica-

la de forma mais sofisticada.
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Figura 16 - Perfil da cromatografia de afinidade por ions metalicos utilizando uma resina

de cobalto, HisPur™,
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(4) A cromatografia permitiu que fossem eluidos dois picos, um com imidazol 10 mM e outro com imidazol 150
mM. A proteina foi eluida no pico retido 2. (B) Eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) em condi¢ées
desnaturantes (SDS-PAGE) para purificagdo por cromatografia de CV2065. Sao observados dois picos, um eluido
com o tampdo de imidazol 50 mM (PI) e outro eluido com tampdo de imidazol 150 mM (PII). A proteina foi eluida
no pico Il (marca¢do vermelha). MW: marcador Page Ruler™ Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher
Scientific); ET: Extrato Total; PNR: Pico Ndo Retido,; PI: Pico retido 1; PII: Pico Retido 2. Fonte: Elaborada

pela autora.
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8.6 Avaliaciao dos dominios das proteinas com atividade enzimatica

Para obter informacdes sobre os dominios proteicos das proteinas CV0259 e CV2065,
as sequéncias de aminoacidos para cada uma delas foram submetidas ao CDD. Os resultados
obtidos, para cada proteina, estdo demonstrados nas figuras 17 e 18. Além disso, um esquema
dos dominios foi feito, utilizando o programa IBS, a fim de facilitar a visualiza¢cdo dos dominios
de cada proteina. O esquema para a proteina CV0259 esta exposto na figura 19 e o esquema

para a proteina CV2065 na figura 20.
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Figura 17 — Dominios proteicos, obtidos a partir de analise no CDD para a proteina
CV0259, da familia GH3.

(TET LTSRN ETS "l (] Zoom to residue level BELCUESCER LIRS "
1 % 150 225 300 378 450 505

Query seq. S ————
Non-specific BglX
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PRK05337
Superfanilies Glyco_hydro_3 superfamily A
BglX superfamily
Search for similar domain architectures | @ Refine search | @

List of domain hits .
Name Accession Description Interval E-value
[ Bgix COG1472

Periplasmic beta-glucosidase and related glycosidases [Carbohydrate transport and metabolism]; 16-346  8.85e-74
[+ Glyco_hydro_3  pfam00933  Glycosyl hydrolase family 3 N terminal domain. 5-321 1.37e-69
] PRK05337 PRK05337  beta-hexosaminidase; Provisional 16-327  261e-56

B

(4) Representacdo da posi¢do dos dominios proteicos na sequéncia de aminodcidos da proteina CV0259. (B) Lista
com os nomes detalhados dos dominios presentes na proteina CV0259. A lista mostra também o numero de acesso
do dominio, o intervalo e aminodcidos no qual cada dominio esta presente e o E-value (score de confiabilidade

do alinhamento). Fonte: Retirado do Banco de  Dominios Conservados (CDD)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi).
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Figura 18 — Dominios proteicos, obtidos a partir de analise no CDD para a proteina
CV2065, da familia GH3.

Graphical summary [BFAT IRt aa] show extra options » ”

Query seq. e e ]
Speciic: hite | PR 05 337

Non-specific Glyco_hydro_3
hits |
Superfanilies | | Glyco_hydro_3 superfamily | A
BglX superfamily

Search for similar domain architectures | @ Refine search | @
Name Accession Description Interval E-value
[+ PRK05337 PRK05337 beta-hexosaminidase; Provisional 5-341 0e+00
[ Bgix COG1472  Periplasmic beta-glucosidase and related glycosidases [Carbohydrate transport and metabolism]: 1340 1.96e-111
[ Glyco_hydro_3  pfam00933  Glycosyl hydrolase family 3 N terminal domain 8314  267e-86

B

(4) Representacdo da posi¢do dos dominios proteicos na sequéncia de aminodcidos da proteina CV2065. (B) Lista
com os nomes detalhados dos dominios presentes na proteina CV2065. A lista mostra também o nuimero de acesso
do dominio, o intervalo e aminodcidos no qual cada dominio estd presente e o E-value (score de confiabilidade
do alinhamento). Fonte: Retirado do  Banco de  Dominios Conservados (CDD)

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi).
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Figura 19 — Representacio grafica da arquitetura de dominios a proteina CV0259

utilizando o programa IBS.

BglX

Glyco_hydro_3

PRK15098

PRKO0S337

Azul claro: PRK05337. Azul escuro.: Glyco _Hydro 3. Rosa: BgIX. Vermelho: PRK15098. Fonte: Elaborada pela

autora utilizando o programa IBS.
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Figura 20 — Representacio grafica da arquitetura de dominios a proteina CV2065

utilizando o programa IBS.
BalX

T

[ I

PRK15098

Glyco_hydro_3

PRK05337

Amarelo: PRK15098. Azul claro: BgIX. Azul escuro: PRK05337. Verde:Glyco Hydro 3. Fonte: Elaborada pela

autora utilizando o programa IBS.
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Ao analisar os resultados obtidos, percebe-se que as proteinas, apesar de possuirem uma
quantidade de aminoacidos diferente, possuem os mesmos dominios proteicos, o que vai ao
encontro da informacdo de que ambas fazem parte da mesma familia proteica. A familia de
hidrolases de glicosideo 3, ou GH3, agrupa B-D-glicosidases, a-L-arabinofuranosidases, 3-D-
xilopiranosidases, N-acetil-beta-D-glicosaminidases, e N-acetil-B-D-glicosamina fosforilases.
A maioria dessas proteinas estd amplamente distribuida em bactérias, fungos e plantas, estando
envolvidas, majoritariamente, na degradacao de biomassa, na remodelagem de parede celulares
e na prote¢do dos individuos contra patégenos (HARVEY, 2000; MACDONALD, 2015). As
N-acetil-p-D-glicosaminidases, em especial, possuem atividades na degradagdo de quitina e na
reciclagem de peptidoglicanos (ARA, 2020). Bactérias que possuem enzimas quitinoclasticas
sd0 as maiores responsaveis pela degradacao de quitina na natureza, seja no solo, onde as taxas
de hidrdlise de quitina podem ser relacionadas com a presenga de bactérias, ou em ambientes
aquaticos. Em ambos os casos, a degradacdo promovida por enzimas de bactérias contribui para
tornar a quitina biologicamente utilizavel, contribuindo para a ciclagem de nutrientes (BEIER,
2013; SOUZA, 2011). A partir dessas informagdes, pode-se perceber o motivo pelas proteinas
CV0259 e CV2065, ambas da familia GH3, possuirem atividade de degradacao de quitina.

A proteina CV0259 ¢ uma possivel hidrolase de glicosideo e a CV2065 ¢ uma [-
hexosaminidase (ou N-acetil-B-D-glicosaminidase). Como foi dito anteriormente, ambas as
proteinas possuem os mesmos dominios proteicos. O dominio BgIX, presente no intervalo 16-
346 em CV0259 e no intervalo 5-341 em CV2065, corresponde a uma [B-glicosidades
periplasmatica. Em E. coli, BgIX pode ajudar a bactéria a sobreviver através da hidrélise de
acucares, a fim de obter glicose. Além disso, pode ser utilizada como celulase ou para
degradacdo de petidoglicano e outros polissacarideos complexos (YANG, 1996). Outro
dominio, presente em CV0259 (no intervalo 5-321 aminoécidos) e em CV2065 (no intervalo 8-
314) ¢ glyco hydro 3, correspondente ao dominio terminal da familia GH3. Esse dominio,
como o proprio nome diz, ¢ componente de todos os membros de hidrolases de glicosideo 3 e
esta relacionado a hidrélise de ligagdes glicosidicas. O Gltimo dominio, presente nos intervalos
16-327 e 5-341 nas proteinas CV0259 e CV2065, respectivamente, ¢ o PRKO05337,
correspondente a uma hexosaminidase. Como ja foi dito, hexosaminidases sdo enzimas
envolvidas na catalise de residuos N-acetil-D-hexosamina terminais (frutosamina,

galactosamina, glicosamina ¢ manosamina) (CABEZAS, 1989).

Através dos estudos dominios das proteinas que obtiveram atividade enzimatica para a
degradacao de quitina, ou seja, CV0259 e CV2065, observa-se que essas possuem dominios

que justificam sua atividade quitinocléastica. Porém, esses dominios ndo sdo especificos para
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quitina, de modo que as proteinas em questdo podem participar da degradacdo de outros

polissacarideos complexos, como celulose e petidoglicano.
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8.7 Construcio e avaliacio modelos 3D para proteinas com atividade enzimatica

Como foi dito anteriormente, a modelagem de proteinas por homologia ¢ mais facil de
ser utilizada por permitir que uma proteina alvo seja comparada com sequéncias presentes em
diferentes bancos de dados. Para prever a estrutura 3D das proteinas que obtiveram algum tipo
de atividade enzimatica, ou seja, CV0259 e CV2065, houve a necessidade de obter,
primariamente, modelos ou templates com alta semelhanca com as proteinas estudadas

(representada, neste caso, por valores baixos de E-value e identidade entre sequéncias).

Para obter os modelos que serviram como base para a predi¢do das estruturas proteicas
das proteinas estudadas, as sequéncias dessas foram submetidas a dois servidores diferentes,
BLASTP e Swiss-Model. Um bom modelo ou template deve possuir o menor E-value possivel,
além de possuir mais de 30% de semelhanca com a proteina alvo, este ultimo valor sendo
fornecido pelo BLASTP. Desse modo, para a proteina CV0259, o modelo 4ZM6 foi o que
obteve maior semelhanga e para a proteina CV2065, o modelo com maior semelhanca foi o

6JT1. O resultado foi obtido em ambos os servidores.

O servidor Swiss-Model permite que a estrutura da proteina alvo seja construida a partir
dos templates. O alinhamento das sequéncias das proteinas alvo com os templates, bem como
as estruturas preditas para cada proteina estdo representados nas figuras 21 e 22. A proteina
CV0259 obteve uma semelhanga de cerca de 35,02% com o modelo 4ZM6 e a proteina CV2065

obteve uma semelhanga de 61,13%.
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Figura 21 — Resultados obtidos para a proteina CV0259 apos a submissio da mesma ao
servidor SWISS-MODEL.

#3Model 01:AMTLSDERLDQLAGRCLMYDVAGPVLTEEEAARLORMRVRAVCDFRRNVPDAASTRRLVADLKCAL - - -GH €7
Model 01:BMTLSDERLDOLAGRCLMYDVAGPVLTEEEAARLORMRVRAVCFRRNVPDAASTRRLVADLKCAL- - -GH €7
4z06.1.3|- - -NDONLDXETGQIEHC F DG LE PTEET TOLTERDN L S TIPF SRN 1A TEEQVORLTASLOOTRRNAGH 7

Model_01:AD--VILIGPDOEGGAVMRT - RF LPOAPAAMALAAVGDEALARRVGGAVARGLKS UGVNWIPFAPIPLD LNNNP 234
Model 01:BD--VILIGPDOEGGAVMRT - RFLPQAPAAMALAAVGDEALARRVGGAVARGLKS LGVNWPFAPIPLD LNNNP 234
4zmé.1.A [EIZDDQENGVVRR PCEMALCADGSEIZARNVEYA LITDGUNWPLANPLDVNNNE 142

Model 01:AANPVIGERSFGADPARAAALARAWMEGHLAEGVICCVKHPPGHGD THTDSHLD LPVDKPQAELRDYELRA 204
Model 01:BANPVIGERSFGADPARAAALARAWMEGHLAEGVISCCVKHEPPGHGD THTDSHLD LPVDKPQAELRDYELA 204
4zm6.1.A[LNPVIGVRSYGODEELVA AQVEGY R «VIDT s[IREPPGHGDTATDSHLDVEPINK ELf a2

Model 01:APF KALSAHAPA - LHSAHIRPPALDADWPATLUSPAILTGLLRRELGFRGVAITDALNMRAIRERWGQ 265
Model 01:3PF-KALSAHAPA - LMSAHIRPPALDADWPATUSPAILTGLLRRELGFRGVAITPDALNMRAIRERWGQ 265

4zm6.1.A[PFXRADEACGIACEIEUEDcAMEDPH P« DV VES D2 PE IFROLLRRYF G Y KGVITPDCLEMOAVAE TVE{T 202
Model 01:A PAGAVOTLKEGAD@/LQFAD[BHEASPDALRAALR@GELA@ARLBEAAARVDALIR@YPS@ND@GYPAB aas
Model 01:BPAGAVQTLKAGADLALYLOFADEMEASFDALRAALRNGE LAQARLEEAAARVDALIRRYPSRNDCGYPAE 233

4zm6.1.A[PXGA LONG N DALY EC FXKVLYSALQHGQL D DSLORVAQLKDOHLN{WDDVLQQAD 3s1

Model 01:ARRA ADEALFADAWTRALTH RGEIPTLAAGQRLRLVVODOAPSD - GSEBGLAADALIAALSR 400
Model 01:BRRA ADEALFADAWTRALPA RGEIPTLAAGQRLRLVVODQAPSD GVSEEGLAADALIAALSR 400
4zn6.1. MEFD (EEREATLSKELDORY SIVTTPR XN T LI REAQT DHTEELEDHVPQT LAVD SEKE £ FSEHASLLE 4a1

Model_01:ARHA- LEVVRPQERAMLDWSTLPQDGLETVLASTTRERYG QREQQSWKPD LELPLWNPYAAAD - se1

Model_01:3RHA - LEVVREDERBMLDWSTLPQDGLETVLASTTRER QREQQSWKPDLELPLWNPYAAAD - - se:

4zm6.1.ARHTILETIIDE DLEQKIQBA WV ITE DA NENDYEEQVRMVQOR QKA KHLVUEY ¥ NEYDQHOF P 490

Model_01:ADAAPALYSYGFADAALFAASRCLAGE IAAAGRLPVALGQPYQEQ s0s

Model_01:BDAAPALYSYGFADAALFAASRCUAGEIAAAGRLPVALGQPYQEQ s0s

4zm6. 1.V oTZLDT Y AREAAVRL)FGEI RLP sa7
A

(A) Alinhamento entre as sequéncias de CV0259 e o template escolhido, 4ZM6. (B) Estrutura predita por
homologia para a proteina CV0259. Fonte: Retirado de Swiss-Model (https://swissmodel.expasy.org).
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Figura 22 — Resultados obtidos para a proteina CV2065 apods a submissio da mesma ao

servidor SWISS-MODEL.

f3Model 01:AMNLPRGPVMUDIAGFALTEAERARLSHPLVGGVILFRRNFENTEQLRALTAEIRALRTPHLLIAYDHEGG 7o
Model 01:BMNLPRGPVMVDIAGFALTEAERARLSHPLVGGVIDFRRNFENIEQLRALTAEIRALRTPHLLIAUDHEGG 7o
6jti.1.A BVMEDIALFRLIEEEXORD. DPAIGC I I DFRRYF ONTEQLE I LTAE I ALRPPE LI IADDHERG 209
Model 01:ARVDRFLDGETRLPPMRVLGEAWDADR DQALKLAETVGYVLAAELSACGIDLSF TPPLDLDWERCAVIGN 135
Model 01:BRVORFLDGFTRLPPHMRVLGEAWDADR -DQALKLAETVGYVLAAELSACGIDLSF TPPLDLDWERCAVIGN 135
63ti. 1. ARVORFIEGFTRLPAMIVLG O IWDXD(ESAAE I RAGOVGRVLATELSACGIDEPFTAPLDLDWCNCAVIEN 179

=

Model_01:ARAFHRDPEAVSALAEALOQGLGRGGMMSCGKHYPPGHGYVEGDSHHLMPODDRTLAQIEQDDLVPFARLAD 208
Model_01:3 RAFPHRDPEAVSALAEALQQGLGRGGMMSCGKHPPGHGYVEGD SHHLMPODDRTLAQIEQDDLVPFARLAD 208
63ti.1. AR FHRNEEAVAELALALQHGLAJGGM X SICGREPPGHGVEGDSHL VLEPDDCRSEDELED DLERE ) 245
Model 01:AAGMGAVMPAHVILYPAVD SOPAGHSKVWLTDILRGRIGEDGVIFSDHLDMAGAAGAGTYVORADAALAAGC 275
Model_01:3 AGMGAVHMPAHVILPPAVD SOPAGHSKVWLTDILRGRIGEDGVIPSDALDMAGAAGAGTYVORADAALAAGC 273
63ti.1.AEGM AVEPARVIIDP VDT EPRGHSEIWLXQILRE JIGFXGVIPSDOLTMEGACGAGE(THERA BGC 319
Model_01:ADMVIVCNOPEEADAMUAALAPP - POPQLAERLERMAGKSRAEDWORL DATPDFAAAQAAVRQUAMPKD
Model_01:3 DMVIVCNQPEEADAMDAALAPP - POPQLAERLERMAGKSRAEDWORL DATPDFAAAQAAVRQUAMPKD
63ti.1.A|DIYPVCNREDIVD PONQIE=RAGRNQIM EEEVQEVVOTECEQAAQREVACLASPOD

© O ©

Model 01:A
Model 01:B

6jti.l.

-
A
-

A

~
1
~
1]
~
€]

PQ
PQY

v

B

-

(A) Alinhamento entre as sequéncias de CV2065 e o template escolhido, 6JTI. (B) Estrutura predita por
homologia para a proteina CV2065. Fonte: Retirado de Swiss-Model (https://swissmodel.expasy.org).
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Em 1963, Gopalasamudram Narayan Ramachandran descreveu que a forma de dois
aminoacidos vizinhos sdo fruto de dois angulos de tor¢cdo, denominados ¢ e y. Desse modo,
algumas combinagdes de angulos, correspondentes a estruturas secundarias de proteinas, sao
favorecidas em detrimento de outras (VERLI, 2014). O grafico que mostra essas combinagdes
e a distribuicdo dos aminoacidos em diferentes estruturas secundarias se chama grafico de
Ramachandran. Os graficos para as proteinas CV0259 e CV2065 estao representados nas
Figuras 23 e 24, respectivamente, obtidos a partir da submissao das estruturas no servidor

MolProbity.

Observando os graficos para as estruturas tridimensionais das proteinas alvo, percebe-
se que ambas possuem desvios em angulos de tor¢ao (CV0259 com 17 e CV2065 com 2). Ao
submeter as estruturas aos servidores ERRAT, VERIFY-3D e ProSA-web, entretanto,
percebeu-se que os modelos foram bem avaliados apesar dos desvios indicados pelo plot de
Ramachandran (Tabelas 6 € 7). Desse modo, conclui-se que os modelos 3D obtidos foram bem

preditos, sendo, provavelmente, o mais proximo da realidade possivel.
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Figura 23 — Plot de Ramachandran para a proteina CV0259, obtido a partir do servidor
MolProbity.

General case

\

180

E\\Q B 418 Ser
NO A 418 Ser

A 201 Asp

S\

-180 /|8|\°Q~T/\ "Illll&llv ----- / A

-180 0 Phi 180

92.7% (908/979) of all residues were in favored (98%) regions. B 446 Lys (-80.1, -88.5)
98.3% (962/979) of all residues were in allowed (>99.8%) regions.
There were 17 outliers (phi, psi):

A 23Pro(-1103,229) A 418 Ser(-24.0, -47.8)

A 49Pro(-93.5,-32.1) A 447 Pro (-106.3,127.3)

A 87Pro(-108.3,162.5) B 49Pro(-123.2,-31.6)

A 137 Pro(-96.3, -46.1) B 137 Pro(-87.4,-38.2)

A 214 Pro(-111.0,10.1) B 1391le (76.1, 50.3)

A 291 Asp(153.4,-64.3) B 214 Pro(-105.3,-12.3)

A 328 Tyr (-131.7, -49.6) B 328 Tyr (-1382,-64.1)

A 337Pro(27.5,146.3) B 418 Ser(-36.2,-29.8) B

(4) Plot de Ramachandran para o caso geral da proteina CV0259, obtido da andlise pelo MolProbity. (B) Desvios
nos angulos dos aminodcidos presentes na proteina CV0259. A imagem também mostra a procentagem de residuos
de aminoacidos presentes em regides favoraveis ou ndo favoraveis. Fonte: Retirado de MolProbity

(http://molprobity.biochem.duke.edu/).
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Figura 24 — Plot de Ramachandran para a proteina CV2065, obtido a partir do servidor
MolProbity.

General case

1

180

-180 P alilinnns e RN ) R SERE SR / A

-180 0 Phi 180

95.4% (640/671) of all residues were in favored (98%) regions.
99.7% (669/671) of all residues were in allowed (>99.8%) regions.

There were 2 outliers (phi, psi):
A 303 Gln(-102.1, 7.0)
B 303 GIn (-94.6,5.7) B

(4) Plot de Ramachandran para o caso geral da proteina CV2065, obtido da andlise pelo MolProbity. (B) Desvios
nos angulos dos aminodcidos presentes na proteina CV2065. A imagem também mostra a procentagem de residuos
de aminoacidos presentes em regides favoraveis ou ndo favoraveis. Fonte: Retirado de MolProbity

(http://molprobity.biochem.duke.edu/).
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Tabela 6 — Validacao dos modelos 3D para a proteina CV0259 por diferentes servidores.

Servidor Tipo de analise Resultado
ERRAT?2 Fator de qualidade global 90.715
VERIFY-3D Averaged 3D-1D score 92.47 (%)

ProSA-web Qualidade geral ou Z-score -8.69

Errat 2: analisa a frequéncia de interagoes ndo covalentes entre atomos, ou seja, avalia a
qualidade geral do modelo. Estruturas com valores acima de 91 sdo confiaveis. VERIFY-3D:
determina a compatibilidade do modelo com sua sequéncia de aminodcidos atribuindo um
score que deve ser maior que 0,2. Estruturas com mais de 80% dos residuos com valores acima
de 0,2 sdo confiaveis. ProSA-web: indica a qualidade geral do modelo a partir da compara¢do
com dados de proteinas presentes no PDB, as quais possuem valores de Z-score entre -10 e 5,
geralmente. Estruturas com valores de Z-score entre -10 e 5 sdo confiaveis. Fonte: elaborada

pela autora
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Tabela 7 — Validacao dos modelos 3D para a proteina CV2065 por diferentes servidores.

Servidor Tipo de analise Resultado
ERRAT?2 Fator de qualidade global 91.8712
VERIFY-3D Averaged 3D-1D score 90.96 (%)

ProSA-web Qualidade geral ou Z-score -9.38

Errat 2: analisa a frequéncia de interagoes ndo covalentes entre atomos, ou seja, avalia a
qualidade geral do modelo. Estruturas com valores acima de 91 sdo confiaveis. VERIFY-3D:
determina a compatibilidade do modelo com sua sequéncia de aminodcidos atribuindo um
score que deve ser maior que 0,2. Estruturas com mais de 80% dos residuos com valores acima
de 0,2 sdo confiaveis. ProSA-web: indica a qualidade geral do modelo a partir da compara¢do
com dados de proteinas presentes no PDB, as quais possuem valores de Z-score entre -10 e 5,
geralmente. Estruturas com valores de Z-score entre -10 e 5 sdo confiaveis. Fonte: elaborada

pela autora
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PyMol ¢ um software utilizado para visualizar estruturas tridimenisonais de proteinas,
produzindo imagens de alta qualidade em diferentes representacdes (YUAN; CHAN; HU,
2017). Além de permitir a simples visualizacao, PyMol pode alinhar duas estruturas e mostrar
o grau de identidade entre as mesmas, expresso por root mean square deviation (RMSD). O
valor de RMSD ¢ sempre maior que zero e, quanto mais proximo desse valor, melhor ¢ o
alinhamento entre as duas estruturas. Desse modo, os valores de RMSD obtidos sdo de 0,263 e
0,139 para as proteinas CV0259 e CV2065, respectivamente (Figuras 25 e 26). Esses valores
vao ao encontro da informacao de que a proteina CV2065 possui maior similiaridade com seu

template (61,14).

Visto que as estruturas previstas possuem alta similaridades com seus templates, pode-
se fazer inferéncias sobre o método de catélise das proteinas alvo. A proteina 4ZM6, template
utilizado para obter a estrutura tridimensional de CV0259, ¢ uma 3-N-acetilglicosaminidase de
Rhizomucor miehei (RmNag). A proteina em questao faz parte da familia GH3, possuindo
residuos Asp80, Argl49, Lys179, His192, Met229, Asp268 ¢ Met297 no sitio catalitico. Em
varios estudos utilizando proteinas da familia GH3, o residuo aspartato ¢ identificado como um
residuo chave no sitio ativo da enzima, junto de um glutamato utilizando em um mecanismo de
catalise acido/base. RmNag, no entanto, utiliza uma diade His/Asp como mecanismo de catalise
acido/base, composta pelos residuos His192 e Asp268, uma combinagdo incomum para N-
acetilglicosaminidases da familia GH3 (QIN et al., 2015). Desse modo, pode-se supor que a

proteina CV0259 possui um mecanismo de catalise parecido com o do seu template.

A proteina 6JTI, utilizada como template para a CV2065, ¢ uma -hexosaminidase de
Neisseria gonorrhoeae codificada por um gene chamado de NagZ (que da nome a proteina).
Essas enzimas estdo envolvidas na reciclagem de paredes celulares de bactérias. Em Bacillus
subtilis, por exemplo, proteinas codificadas pelo gene NagZ possuem uma diade de His/Asp no
seu sitio catalitico, com o residuo de histidina estando na posi¢ao adequada para o mecanismo
de catélise acido/base. A presenca desses dois aminodcidos ¢ comum no sitio ativo de proteinas
codificadas por esse gene porém nao ¢ a regra geral para B-hexosaminidases, que geralmente
possuem um residuo de glutamato no sitio ativo (SU; SHENG; LIU, 2016). Assim, pode-se
supor que esses mecanismos também estdo presentes na proteina CV2065, visto que a mesma

possui alta similaridade com 6JTL
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Figura 25— Sobreposicao da estrutura 3D de CV0259 com seu template (4ZM6).

O modelo para a proteina CV0259 esta representado em vermelho e o modelo para 4ZM6 esta representado em

azul. Fonte: elaborada pela autora utilizando o programa PyMol.
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Figura 26 — Sobreposi¢ao da estrutura 3D de CV2065 com seu template (6JTI).

O modelo para a proteina CV2065 esta representado em vermelho e o modelo para 6JTI esta representado em

azul. Fonte: elaborada pela autora utilizando o programa PyMol.
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Analisando os dados obtidos utilizando ferramentas de bioinformatica, percebe-se que
podem ser realizados estudos posteriores com o objetivo de investigar a fundo os sitios
cataliticos das proteinas presentes neste trabalho, em especial aquelas que foram confirmadas
para a presenca de atividade enzimatica. Além disso, podem ser feitos testes de degradacao de
quitina presente em diferentes formas, tais como paredes celular de bactérias e de fungos. Testes
para atividade enziméatica em outros polissacarideos, tais como peptidoglicanos e celulose,
também podem ser realizados, futuramente, utilizando tanto as enzimas com atividade
quitinoclastica quanto as proteinas que nao apresentaram nenhuma atividade para a degradacgao

de quitina.
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8 CONCLUSAO

Utilizando técnicas de biologia molecular e analises de solubilidade em diversos
softwares diferentes, foi possivel produzir, de forma heter6loga, proteinas de C. violaceum
ATCC 12472 em células de E. coli DH5a e BL21(DE3). Apenas duas proteinas obtiveram
resultados positivos em testes para atividade quitinoclastica, utilizando quitinas coloidal e
insolivel, chamadas de CV0259 e CV2065. Através do uso de servidores e softwares de
bioinformatica, pode haver a predi¢ao da estrutura tridimensional de ambas. Informacao util

para inferir informagdes sobre o mecanismo de catélise de ambas.
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ANEXO A - SEQUENCIAS DAS PROTEINAS ESTUDADAS

a) Sequéncia da proteina CV2592 - AAQ60262.1 carbohydrate-binding protein
[Chromobacterium violaceum ATCC 12472]

MKLAFMPAGIGIALAGLSGASWAHGTMEVPVNRVYSCYQEGAESPKTPACQEAKRVGGTQAM
YDWNGINONPPGDNHQAVVPDGMLCAAGQSKFKGENLARTDWPATNIVPNASGNFEFIYKAP
APHATKYFREYVTKNGWNPSQPLKWSDLELEFGTYNGNPPLDASQRYHMTMKLPTGKTGRHII
YNVWKRSDSEEAFYSCSDVNEGNGGPOQPEPPPISNPWKEVGSVTAHENLPNKSSVTLRIFDG
SGRDVESHKVDLSATTGQAANWPYELGVKVNASSQIGRIGVISSKOQRTVTINPVRSATANRV
WLNERYSGYRYQIDIKKGDDGVTPPPAGDAWREGVAYAVGQOQVVSYQONRRYRCLOAHTAWVGA
GWTPSTTPALWTPV

b) Sequéncia da proteina CV0259 - AAQS57938.1 probable glycosyl hyrolase, family 3
[Chromobacterium violaceum ATCC 12472]

MTLSDERLDQLAGRCLMVDVAGPVLTEEEAARLQRMRVRAVCLEFRRNVPDAASTRRLVADLK
CALGHDVLIGIDQEGGAVMRTRFLPQAPAAMALAAVGDEALARRVGGAVARGLKSLGVNWNFE
APVLDLNNNPANPVIGERSFGADPARAAALARAWMEGHLAEGVACCVKHFPGHGDTHTDSHL
DLPVVDKPOAELRDYELAPFKALSAHAPALMSAHIRFPALDADWPATLSPAILTGLLRRELG
FRGVAITDALNMRAIRERWGOPAGAVQTLKAGADLALVLQFADEMEASFDALRAALRNGELA
QARLEEAAARVDALIRRYPSRNDCGYPAERRAADEALFADAWTRALTARGEIPTLAAGQRLR
LVVODQAPSDGVSEEGLAADALTAALSRRHALEVVRFQERAMLDWSTLPOQDGLEFTVLASTTR
ERYGOREQOQSWKPDLHLALWNPYAAADIAAPALISYGFADAALFAASRCLAGETIAAAGRLPV
ALGQOPYQEQ

¢) Sequéncia da proteina CV0554 - AAQS58230.1 probable carbohydrate-binding protein
[Chromobacterium violaceum ATCC 12472]

MKLHWHLPAALALSCLSAPLWAHGTMEIPINRTYSCEFLEGPEAPKTPACQAAKQAGGTQAMY
DWNGINONPSGDNHQAVVPDGTLCGGGKAEFKGEFNLAREDWRTTNIVPDANGNYEFIYKATA
PHATKYFKEYVTRKNGWNPTOQALKWSDLELEFGTVNGNPOQODAGKRYHMTLKLPOGKTGKHITF
NVWKRSDSEEAFYSCSDVNEGGDAAPPTANPWKEIGSVAARENLPAGSSATLRVEDGQGRDA
EKHTVALNVSSGQTANWPYELAQKVNAASRAIRIGVLKSQQRAVSIVPVKDATANRVYLNDG
YPGYGFAIDLNKGDGGVATPPAANSWKEGGKYAAGOVVSYQGRSYRCLOAHTAWAGAGWTPS
TQSTLWQAT

d) Sequéncia da proteina CV0096 - AAQS57775.1 hypothetical protein CV_0096
[Chromobacterium violaceum ATCC 12472]

MKTAFALACALSAALALAQPASAKTLRESGYDWEVRNQGSSGPGPNVWDENNVWLDAQGRLH
LKIAKRGGOWTAAELYLPORLGFGRYQFKLIGRPDRFDPNVVLGLENYPTPDVGPDGSNEID
IEFARWGSPANPMGNYTVYPAQPGPAPTSYSFDFALGGDYSTHRFDWNAAAVEYQSLHGEQD
GDRYPIAHWRFAPVDAAQRVPQOPLPVHLNLWLFQGKPPADDKEVEVVIQEFKFVPAAAR

e) Sequéncia da proteina CV3323 - AAQ60987.1 carbohydrate-binding protein
[Chromobacterium violaceum ATCC 12472]

MKPHFSIVMMLAGLSTSSWAHGTMEVPINRTYSCSKEGAESPKTPACQEAKRVGGTQAMYDW
NGINQONPPGDNHQSVVPDGTLCGGGQAKFKGENLARTDWPTTNIVPDAKGNFEFIYTATMPH
ATKYFKEFYVTRNGWNPNQPLKWSDLEPFGTYNGNPPLDDKQRYHMTMKLPTGKTGRHITYNV
WKRSDSEEAFYSCSDVNETNDGKPEPPPISNPWKEAGSVTAHENLPDKSSVTLRIFDSHGRD
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VESHKVDLSASSGQAANWPYELGVKVNAASQIGRIGVISSKQRAVTINPVRSATANRVWLNE
RYSGYRYQIDIKKGDGGVNPPVPGDEWREGVAYTVGQIVSYQGRRYRCLOGHTAWTGAGWTP
STOQPALWTPA

f) Sequéncia da proteina CV0348 - AAQS58026.2 conserved hypothetical protein
[Chromobacterium violaceum ATCC 12472]

MOYKTGDSAGKHKYPIHSHVETDEETYKKYISDIVSGNISLSRPNNIGOHQKNEKKEDQAKP
KLPESSSTPLGNKHESKNTPPKGNEHKKNEKENERIERIRKNKEI IKKQAIESNVPVKDELT
FADIETGGTYNEKAYNKKSGAKGLEFQFVPDTAKAYKINGKEFDPTENTKAALQLYKDNLKAT
EKKKQOKNNLEYLSGEQNPNGLDLYLAHQOQGAGGYSIIQKVNAGLOSLGEKTKSNLIGNLPSK
DKKKYAALNDRDLTKEYLKYWRENYKKROGAIEKELSSVSQPNTEGKNEHAADIKHEVDQKK
POADVDAVRQEAKDQAKVKOQHADAEAAKQKAAEQAKAKQRADAEAAKQOKAAEQAKAKQRADA
EAAKQKAAEQAKAKQRADAEAAKQKAAEQAKAKQRADVEAAKQKAAEQAKAKQGVDAEAVKR
KEAEQAQTKIEAVGKKEPVQPKOKAAAKPAQKQPAQAKPAQPAGPGNLDAQLAQTLAATLGOL
NAALAPLAKPIQITVDVONGNIVAAVNAANSQQOQORRN

g) Sequéncia da proteina CV2065 - AAQ59745.2 probable beta-N-acetylhexosaminidase
[Chromobacterium violaceum ATCC 12472]

MNLPRGPVMVDIAGFALTEAERARLSHPLVGGVILFRRNFHNIEQLRALTAETRALRTPHLL
IAVDHEGGRVQRFLDGFTRLPPMRVLGEAWDADRDOALKLAETVGYVLAAELSACGIDLSFET
PVLDLDWERCAVIGNRAFHRDPEAVSALAEALOQOGLGRGGMMSCGKHYPGHGYVEGDSHHLM
PODDRTLAQIEQDDLVPFARLADAGMGAVMPAHVLYPAVDSQPAGESKVWLTDILRGRIGED
GVIFSDALDMAGAAGAGTYVQRADAALAAGCDMVLVCNQPEEADAMLAALAPPPOPOLAERL
ERMAGKSRAEDWQRLIATPDFAAAQAAVROLAMPKDALAGPQVGEAH

h) Sequéncia da proteina CV2641 - AAQ60311.1 cell invasion protein [Chromobacterium
violaceum ATCC 12472]

MRAALLAALLLASPLARADCWDYAGTMENISPDLLYATAQQOESGMKPDAIGRNRDGSRDLGL
MOINSAHLPRLROQLGVNERQLLESPCLSVVVGASILSDMMKRYGYSWEAVGAYNAGLSPNRH
ALRMRYARQVWORYQKLOAPESARQQP

i) Sequéncia da proteina CV2601 - AAQ60281.2 peptidoglycan  N-
acetylmuramoylhydrolase [Chromobacterium violaceum ATCC 12472]

MVWTRGPEPSARAGSEPAASSQPVSSGPETKTAPODGIAAHLPLAHKISHELDLDPKLLHAT
IKVESGYRPRAISSKGAQGLMQVMPETGKRFGFTDLMNPENNLRAGASYLKWLLNHFENDLE
LATAGYNAGEGAVKKHGRKIPPYPETONYVKKVMASYSEPESHPLPPSPSPAPRKTQTPPPA
GKSIPAKLFGLLLSSPLAPS
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ANEXO B - MAPA PLASMIDIAL

Os fragmentos sintéticos das sequéncias de DNA foram clonados no vetor pET32a(+),

utilizando sitios para as endonucleases de restricdo BamHI e Xhol, de tal forma a colocar cada

sequéncia em frame com a sequéncia codificando a proteina Trx.
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