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RESUMO

Chromobacterium violaceum € uma bactéria Gram-negativa, saprofita e de vida livre. Com o
sequenciamento do seu genoma, varias ORFs codificando proteinas com potencial
biotecnoldgico foram reveladas. Dentre elas, estdo varias glicosidio hidrolases, incluindo
quitinases e quitosanases. Quitosanases sdo enzimas capazes de degradar a quitosana, um
polimero de f-D-glucosamina e o produto dessa degradacdo, os oligdmeros de quitosana ou
oligdbmeros de GIcN, sdo de grande interesse industrial, apresentando atividade antitumoral,
anticolesterol, entre outras, além de agir contra microrganismos e serem utilizados na
alimentagdo. O presente trabalho teve como objetivo produzir uma quitosanase recombinante
(Cv3931) da familia 46 das glicosideo hidrolases e realizar analises de interagdo molecular, de
C. violaceum ATCC 12472. A ORF que codifica Cv3931 foi amplificada por reagdo em cadeia
da polimerase (PCR) e clonada no vetor pET303/CT-His para a expressdo em trés estirpes de
Escherichia coli. A proteina recombinante foi secretada para o meio de cultura pelas trés
estirpes, na sua forma soluvel e funcional, sendo purificada cromatografia de afinidade em
matriz Sepharose acoplada a niquel. Andlises de bioinformdtica também foram empregadas
para um estudo mais aprofundado das interacdes moleculares realizadas por essa proteina. A
quitosanase produzida na estirpe OrigamiB (DE3) pLysS aparentemente apresentou uma
maior atividade enzimatica, provavelmente devido o favorecimento da formagdo de ponte
dissulfeto por essa estirpe. Os oligdmeros liberados pela hidrélise da quitosana pela rCv3931
apresentaram indicios de atividade antimicrobiana. A partir do modelo tridimensional gerado
e do docking molecular com diferentes ligantes foi observado que Cv3931 mostra uma
sequéncia extremamente conservada com uma quitosanase de Bacillus circulans. Estudos
mais aprofundados sobre a rCv3931 e dos oligdmeros liberados quando essa proteina hidrolisa
a quitosana poderdo tornar essa enzima uma importante ferramenta indrutrial.

Palavras-chave: Quitosanase. GlcN. Quitosana.



ABSTRACT

Chromobacterium violaceum is a Gram-negative, saprophytic and free-living bacterium. The
genome sequencing of this organism revealed several ORFs encoding proteins with
biotechnological potential. Among them are various glycoside hydrolases, including
chitinases and chitosanases. Chitosanases are enzymes capable of degrading chitosan, a
polymer of f-D-glucosamine and the product of this degradation, the oligomers of chitosan or
oligomers of GIcN, are of great industrial interest, presenting antitumor and anticholesterol
activity, among others, besides being used in food e having antimicrobial activity. The present
work aimed to produce a recombinant chitosanase (Cv3931) from the 46 family of glycoside
hydrolases, from C. violaceum ATCC 12472. The ORF encoding Cv3931 was amplified by
polymerase chain reaction (PCR) and cloned into pET303/CT-His for expression in three
strains of Escherichia coli. The recombinant protein was secreted into the culture medium by
the three strains, in its soluble and functional form, and it was purified by affinity
chromatography. Bioinformatics analyzes were also used for a more in-depth study of the
molecular interactions carried out by this protein. The chitosanase produced in the strain
OrigamiB (DE3) pLysS apparently showed a higher enzymatic activity, probably due to the
favoring of the disulphide bridge formation by this strain. The oligomers released by the
hydrolysis of chitosan by rCv3931 showed signs of antimicrobial activity. From the generated
three-dimensional model and the molecular docking with different ligands it was observed
that Cv3931 shows an extremely conserved sequence with a chitosanase from Bacillus
circulans. Further studies on rCv3931 and the oligomers released when this protein

hydrolyzes chitosan may make this enzyme an important indrutrial tool.

Keywords: Chitosanase. GIcN. Chitosana.
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1 INTRODUCAO

Chromobacterium violaceum ¢ uma bactéria Gram-negativa de vida livre, saprofita e
aerobica facultativa, encontrada no solo e agua de regides tropicais e subtropicais (YANG; LI,
2011). A anota¢do do genoma de C. violaceum revelou, além dos genes relacionados ao
metabolismo geral, uma proporcao significativa (em torno de 11%) de ORFs (Open Reading
Frame) codificando proteinas transportadoras de membrana, que permitem essa bactéria a se
adaptar a uma grande variedade de ambientes (GRANGEIRO et al., 2004). Genes com
potencial de aplicagdo biotecnologica foram também identificados, alguns destes codificam
quitinases e outras glicosideo hidrolases. (VASCONCELOS et al., 2003).

Quitosana ¢ o nome geral para um grupo de quitina parcialmente ¢ completamente
desacetilada. Foi descoberto que esse polissacarideo ¢ biocompativel, biodegraddvel e nao
toxico. (LI, DUNN, GRANDMAISON, & GOOSEN, 1997). Foram encontradas evidéncias
de que a quitosana possui varias atividades bioldgicas, como antioxidante, reducdo de
colesterol, ¢ propriedades antibactericidas e antifingicas (FERNANDES er al, 2008). O
elevado peso molecular e a insolubilidade da quitosana faz dela inconveniente para varias
aplicagdes e atualmente a quitosana tem atraido interesse quando convertida em
oligossacaridos de quitosana (COS), ja que estes, além de terem baixo peso molecular, sdo
soliveis em agua e também tem muitas atividades biologicas notaveis (SHEN et al., 2009;
ARTAN et al., 2010; SENEVIRATHNE et al., 2011; XIA et al., 2011). As quitosanases (EC
3.2.1.132) sdo glicosideo-hidrolases que catalisam a endo-hidrolise de ligagdes p-1,4-
glicosidicas presentes na quitosana parcialmente acetilada para libertar oligossacéridos de
quitosana (COS) (THADATHIL et al., 2014). Para a produgao de COS, a hidrolise mediada
por quitosanases t€ém vantagens sob a hidrélise quimica ou fisica, pois essas enzimas podem
catalisar a hidrdlise da quitosana em condigdes médias de reagdo sem a producdo de
monossacarideos. Esse processo também ¢ mais ambientalmente amigavel e produz misturas
de COS mais definidas (AZLAN et al, 2009; WANG et al; 2014).Tendo em vista que sistemas
bacterianos para expressao de proteinas heter6logas tém vantagens na facilidade de uso, custo,
curto tempo de geracdo e escalabilidade (TERPE, 2006) e abordagens computacionais
reduzem o espago de procura e proporcionarem informagdes biologicamente e
probabilisticamente importantes (BANWAIT et al, 2015) esse trabalho busca expressar uma
provavel quitosanase de C. violaceum ATCC 12472 em diferentes estirpes de Escherichia
coli, além de testar a atividade da proteina recombinante e realizar andlises de bioinformatica
com o intuito de entender as possivel interacdes moleculares com oligdmeros de quitosana,

visto o grande valor desta molécula na industria.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Chromobacterium violaceum

Chromobacterium violaceum ¢ uma bactéria Gram-negativa de vida livre, saprofita e
aerobica facultativa, encontrada no solo e agua de regides tropicais e subtropicais. Essa
espécie ¢ encontrada de forma abundante nas dguas do Rio Negro, na Amazodnia.
Ocasionalmente, pode atuar como patdégeno oportunista em animais ¢ no homem, causando
septicemia fatal a partir de lesdes na pele, produzindo abscessos no figado e pulmao (YANG;
LL 2011). Woolley (1905) fez o primeiro registro de C. violaceum como patdégeno em bufalo
nas ilhas Filipinas. O primeiro caso de infeccdo por esse microrganismo em humanos foi
registrado na Malasia, em 1927 (SNEATH, 1953). Desde entdo, pouco mais de 100 casos de
infecgdes em seres humanos foram relatados em todo o mundo, com taxa de mortalidade de

53% (YANG; LI, 2011).

Essa bactéria foi descrita, independentemente, por Bergozini e Boisbaudran no século
XIX, chamando aten¢do pela sua cor violeta caracteristica. A cor de C. violaceum se da, pois
esse microrganismo, além de outros compostos secundérios, produz majoritariamente um
composto de pigmento purpura 3-[1,2-Dihidro-5 -(5-hidroxi-1H-indol-3-il)-2-oxo0-3H-pirrol-3
ilideno] 1,3-dihidro-2H-indol-2-ona conhecido como violaceina (Figura 1), que ¢ derivada do
indol e ¢ sintetizada a partir do L-triptofano. A violaceina (Figura 2) desperta amplo interesse
devido as atividades biolodgicas: como antibacteriano, antitumoral, e antiparasitario (CALDAS

et al., 1978; DURAN et al., 1989; MELO et al., 2000).
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r

Figura 1 — Chromobacterium violaceum ATCC 12472 plaqueada em LB Agar

Fonte: Propria autora



Figura 2 - Estrutura molecular planar da violaceina

HO

Fonte: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
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Devido ao seu potencial biotecnologico, C. violaceum foi escolhida pelo Ministério da
Ciéncia e Tecnologia para ser o primeiro microrganismo a ter o seu genoma completamente
sequenciado no Brasil. A sequéncia completa do genoma da estirpe ATCC 14272 foi
finalizada em 2002 e publicada em 2003. Tal projeto envolveu 25 laboratorios de
sequenciamento, um centro de bioinformatica e 3 laboratdrios coordenadores, distribuidos
pelo Brasil. (VASCONCELOS et al., 2003). A anotagdo do genoma revelou, além dos genes
relacionados ao metabolismo geral, uma proporcao significativa (em torno de 11%) de ORFs
codificando proteinas transportadoras de membrana, que permitem essa bactéria a se adaptar a
uma grande variedade de ambientes nas regides tropicais e subtropicais (GRANGEIRO et al.,
2004) Além disso, genes supostamente relacionados a resposta a condi¢des de estresse,
motilidade, patogenicidade e com potencial de aplicacdo biotecnologica foram também
identificados. Por exemplo, uma ORF que codifica uma desalogenase acida porde mediar a
desintoxicacdo ambiental juntamente com um operon de resistencia a arsenico. Outros genes
de interesse biologio identificados foram os que codificam quitinases e outras glicosideo

hidrolases. (VASCONCELOQOS et al., 2003).

2.2 Quitina
A quitina ¢ um polimero formado por ligacdes S-1,4 entre unidades de monossacarideo
N-acetil-D-Glucosamina (GIcNAc) e ¢ o segundo polissacarideo mais abundante apos
biopolimeros estruturais de plantas como a celulose e a hemicelulose. A quitina proporciona
resistencia quimica e estrutural em exoesqueletos de crustaceos e artropodes, bem como nas
paredes celulares dos fungos. Na natureza, a quitina ¢ uma importante fonte de energia para
uma variedade de organismos. (PURUSHOTHAM et al., 2012).
A deacetilacdo completa ou parcial da quitina produz quitosana, um polisacarideo

linear. (VERNAZZA et al., 2005).

2.3 Quitosana

A quitosana, polimero de p-(1,4)-2-D-glucosamina (Figura 3), ¢ um dos
aminopolissacarideos naturais mais abundantes. Quitosana ¢ o nome geral para um grupo de
quitina parcialmente e completamente desacetilada. Foi descoberto que esse polissacarideo €
biocompativel, biodegradavel e ndo toéxico. (LI, DUNN, GRANDMAISON, & GOOSEN,
1997). Esse polimero ¢ o principal derivado N-deacetilado da quitina, embora a N-

deacelilagdo seja quase nunca completa. Atualmente, a quitosana ¢ obtida comercialmente a
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partir da N-deacetilacdo da quitina de crustaceos. (ZITOUNI et al, 2012).

A quitosana ¢ insoliivel em meio aquoso em condi¢des neutras e basicas, mas ¢
soluvel em solucdao aquosa diluida de acido (TIKHONOV et al., 2006). Foram encontradas
evidéncias de que a quitosana possui varias atividades biologicas, como antioxidante, reducao
de colesterol, e propriedades antibactericidas e antifingicas, além de ser util como um
componente de dietas ativo para a perda de gordura corporal. Essas caracteristicas,
combinadas com a sua biocompatibilide e biodegrabilidade, fazem com que esse polimero
seja interessamte para varias aplicagdes na agricultura, produtos farmacéuticos, cosméticos,
indrustria de alimentos ¢ téxtil, e também na medicina (FERNANDES et al, 2008). A massa
molecular da maioria das quitosanas comerciais ¢ de 100 a 1200 kDa (ROLLER; COVILL,
1999), e isso limita a as aplicagdes praticas devido a insolubilidade em valores de pH maiores
que 6.3 (SEO et al., 2007).

O elevado peso molecular e a insolubilidade da quitosana sdo desvantajosos para
varias aplicagdes e atualmente a quitosana tem atraido interesse quando convertida em
oligossacarideos de quitosana (COS), ja que estes, além de terem baixo peso molecular, sdo
soliveis em 4gua e também tém muitas atividades biologicas notdveis, tais como ndo
toxicidade, biocompatibilidade, atividade anti-cancro e efeitos anti-metastaticos, anti-HIV,
hepatoprotetor antioxidante, hipocolesterolémico, antimicrobiano, imunoestimulante,
antitumoral, efeito de aceleracdo da absor¢ao de calcio e de ferro e atividade antinflamatoria

(SHEN et al., 2009; ARTAN et al., 2010; SENEVIRATHNE et al., 2011; XIA et al., 2011).



Figura 3- Estrutura planar da quitosana totalmente deacetilada
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2.4 Quitosanases

As quitosanases (EC 3.2.1.132) sdo glicosideo hidrolases que catalisam a endo-
hidrolise das ligagdes f-1,4-glicosidicas de quitosana parcialmente acetilada para libertar
oligossacaridos de quitosana (COS) (THADATHIL et al, 2014). Essas enzimas podem ser
produzidas por microrganismos e plantas, onde desempenham um papel importante na
nutricdo e na defesa. Essa classe foi descrita pela primeira vez em 1973, a partir de diferentes
microrganismos do solo. Nos ultimos 40 anos, varios trabalhos foram publicados sobre a
ocorréncia, producdo, purificagdo e caracterizacdo de quitosanases de diferentes
microrganismos, incluindo bactérias, fungos e cianobactérias, e plantas (SOMASHEKAR &
JOSEPH,1996).

Pesquisas recentes sobre quitosanases tém recebidos atencdo devido a sua ampla
aplicagdo em vdarios campos. Uma das aplicacdes mais praticas e promissoras das
quitosanases ¢ a preparacao de COS (WANG et al, 2014). Para a produgdo de COS, a
hidrolise mediada por quitosanases tem vantagens sob a hidrolise quimica ou fisica, na qual
quitosanases podem catalizar a hidrolise em condigdes médias de reagdo e sem a produgao de
monossacarideos. Esse processo também ¢ mais ambientalmente aceitavel e produz misturas
de COS mais definidas. (AZLAN et al, 2009; WANG et al; 2014).

Quitosanas pertencem a cinco familias de glicosideo hidrolases (GH): GHS, GHS,
GH46, GH75 e GHS80, baseado na suas sequéncias de aminodcidos. Dentre essas familias,
quitosanases da familia GH46, especialmente aquelas de Bacillus e Streptomyces tém sido
extensivamente estudadas em termos de suas caracteristicas cataliticas, mecanismos

enzimaticos e estrutura de proteinas. (THADATHIL et al., 2014)

2.4.1 Familia GH46

A familia GH46 foi construida de acordo com a duas primeiras quitosanases descritas
na literatura: as quitosanases de Bacillus circulans MH-K1 e de Streptomyces sp. N174. Em
contraste com varias familias de glicosideo hidrolases que possuem enzimas tendo
especificidade para diferentes substrados, se tornou aparente, com a descoberta de novos
membros da familia GH46, que essa familia inclui enzimas exclusivamente especificas para a
hidrolise da quitosana. Proteinas da familia GH46 estdo essencialmente presentes em
eubactérias (VIENS et al., 2015). Essa familia de enzimas utilizam o mecanismo de catalise
de inversdo (FUKAMIZO et al., 1995) e seus residuos cataliticos foram identificados por
mutagénese sitio dirigido e cristalografia na quitosanase de Streptomyces sp. N174. O residuo

catalitico 4cido é o Glu* na sequéncia SSAENSS, enquanto o Asp*® (DIGDGRG) ¢ o residuo
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catalitico basico. (BOUCHER et al, 1995)

2.5 Expressao heterologa de proteinas

Proteinas participam de todas as atividades celulares, e o conhecimento da fun¢ao das
proteinas ¢ essencial para o entendimento dos sistemas bioldgicos. Estudos de métodos que
proporcionam a producdo de proteinas in vitro sdo criticos uma vez que ¢ inerente a
determinagdo das propriedades cinéticas, termodindmicas e moleculares. Idealmente,
proteinas poderiam ser purificadas da sua fonte original, no entanto, o hospedeiro nativo ¢
frequentemente inadequado por varias razdes, por exemplo, baixo redimento protéico,
dificuldade de purificagdo, entre outros. Consequentemente, sistemas para a produgdo
heterdloga de proteinas sdo comumente usados para produzir uma grande quantidade de
proteina. Hospedeiros para expressdo heteréloga sdo escolhidos usando vérios critérios,
incluindo tragabilidade, producdo vantajosa, caracteristicas de processamento (secre¢do ou
modificacdo pos-traducionais), economia de tempo ou condi¢des de crescimento. (ZERBS,

2014)

Proteinas heter6logas sdo de interesse consideravel, tanto para a pesquisa bésica como

para uma variedade de aplicagdoes biomédicas e industriais (MADZAK et al., 2004).
2.5.1 Expressao de proteinas heterélogas em bactérias

Sistemas bacterianos para expressao de proteinas heterdlogas tém vantagem na
facilidade de uso, custo, curto tempo de geragdo e escalabilidade. Esses sistemas de expressao
tém sido amplamente usados em projetos de producdo de proteina de alto rendimento e
frequentemente representam o experimento inicial para qualquer tipo de alvo de expressao.
Escherichia coli tem sido estudada por varios anos como um modelo bacteriano e ¢ um dos

hospedeiros mais populares para a producao de proteinas heterdélogas (TERPE, 2006).

E. coli continua sendo o hospedeiro de escolha de muitos laboratdrio quando se trata
da expressdo de proteinas recombinantes para estudos bioquimicos, funcionais e,
principalmente, estruturais. A sua flexibilidade em termos de manipulagdo genética, o seu
rapido crescimento e baixo custo de manutencdo tém feito dessa bactéria uma ferramenta
indispensavel. Isso ¢ exemplificado pelo grande numero de ferramentas que estao disponiveis
e continuam a ser desenvolvidas para esse hospedeiro. Considerando apenas o Protein Data
Bank (PDB), mais de 90% das estruturas depositadas usaram E. coli para a produgdo de pelo

menos uma entidade macromolecular (VINCENTELLI et al, 2013).
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2.6 Analises in silico

A Bioinformatica surgiu na década de 80, com os avangos na area de biologia
molecular e o surgimento de projetos genomas, como o estudo da aplicagdo de técnicas
computacionais € matematicas para a geragdo e gerenciamento de dados biologicos
(ARAUJO, et al., 2008). Abordagens computacionais reduzem o espago de procura e
oferecem resultados biologicamente e probabilisticamente importantes (BANWAIT et al,

2015).
2.6.1 Modelagem molecular

A modelagem in silico de proteinas ¢ util na predicdo de modelos 3D das proteinas
seguido pela predi¢do dos seus sitios ativos. Além disso, a presenca de residuos ativos criticos
na estrutura podem ser encontrados em andlises computacionais. A modelagem de proteinas e
os métodos de design pavimentam o caminho para a constru¢ao de novas e melhores enzimas

termoestaveis com as caracteristicas desejadas (KHAN et al., 2016).

M¢étodos de modelagem para criar estruturas 3D de proteinas t€ém sido desenvolvidos
recentemente. A modelagem por homologia, também conhecida como modelagem
comparativa, atualmente ¢ o mais preciso método de modelagem de proteinas. Todos os atuais
métodos de modelagem por homologia consistem em quatro passos sequenciais: dobramento

e selecdo do modelo, alinhamento com modelo alvo, constru¢do do modelo e avaliagao do

modelo (SANTOS FILHO et al., 2003).
2.6.2 Docking molecular

As ferramentas de docking molecular sdo usadas para prever a conformagdo e
orientagdo relativa de duas ou mais moléculas constituintes. Pioneiras no inicio dos anos 80,
abordagens computacionais tem importante contribui¢do para a localizagdo e caracterizagdo
dos sitios de ligagdo em macromoléculas, assim como na descoberta, no design e na
comparagdo de novas drogas para achar novos compostos com uma alta afinidade para a

proteina alvo (LOPEZ-CAMACHO et al., 2015).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral
Expressar uma quitosanase de Chromobacterium violaceum ATCC 12472 em
diferentes estirpes de Escherichia coli, avaliar a atividade biologica da proteina
recombinante e prever o modo de interacdo molecular a partir ferramentas

computacionais.

3.2 Objetivos especificos
e Clonar e expressar uma quitosanase recombinante de Chromobacterium violaceum
e Analisar a atividade enzimatica e bioldgica da quitosanase recombinante produzida
e (Caracterizar a proteina de estudo com base em ferramentas computacionais
e Gerar um modelo tridimensional de uma quitosanase de C. violaceum assim como

prever seu mecanismo de catalise com base em ferramentas computacionais
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4 MATERIAIS

4.1 Cepas de bactérias

Escherichia coli DHS5a foi usada nos experimentos de clonagem. A expressdao da
proteina recombinante foi conduzida em Escherichia coli BL21 (DE3), Escherichia coli
Rosetta (DE3) e Escherichia coli OrigamiB (DE3) pLysS. Experimentos de atividade
antibacteriana foram conduzidos com a bactéria Gram-positiva Staphyloccoccus aureus

(ATCC 6538p) e a bactéria Gram-negativa Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027).

4.2 Enzimas
As enzimas de restricdo Xho I (10 U/uL) e Xba I (10 U/uL) acompanhadas de seus
respectivos tampdes de reac¢do, foram obtidas da Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). T4 DNA

ligase acompanhada de seu tampao de reac¢ao apropriado também foi adquirida da Invitrogen.

4.3 Plasmideo
O plasmideo utilizado para expressao foi o pET303/CT-His (Thermofisher).

4.4 Reagentes
Todos os reagentes usados nesse trabalho foram de grau analitico e com alto grau de

pureza.
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5 METODOS

5.1 Analise da sequéncia deduzida da Cv3931

A sequéncia de aminoacidos da provavel quitosanase de Chromobacterium violaceum
(Anexo 1), chamada de Cv3931, (nimero de acesso no GenBank: AAQ61593.1) foi obtida no
banco de dados NCBI - National Center for Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Os servidores SignalP 4.1 (PETERSEN, et al., 2011), Signal-
CF (CHOU, et al., 2007), PrediSi (HILLER, et al., 2004) e SecretomeP (BENDTSEN, et al.,
2005) foram utilizados para identificar a presenga ou auséncia de peptideo sinal (PS) e, em
caso de presenga, o provavel sitio de clivagem na proteina Cv3931. A proteina madura
também foi submetida a andlises para identificar a sua localizagdo celular no servidor

PSORTb 3.0.2 (YU et al., 2010).

5.2 Analise de dominios conservados

Com o intuito de determinar a familia proteica, bem como a regido catalitica da
Cv3931 foi utilizado o servidor CDD - Conserved Domains Database (MARCHLER-BAUER
et al., 2015), assim como o servidor SMART - Simple Modular Architecture Research Tool
(LETUNIC et al. 2014).

5.3 Caracterizacao fisico-quimica

Para a caracterizagdo fisico-quimica da proteina Cv3931 a ferramenta ProtParam
(GASTEIGER, et al, 2005) do servidor ExPASy (http://web.expasy.org/protparam/) e o
servidor XtalPred (SLABINSKI, ef al., 2007) foram utilizados. Ambos os servidores
analisaram o ponto isoelétrico tedrico (pl), a massa molecular (Mr), o indice de estabilidade
(IT) e o indice de hidrofibicidade (GRAVY), além disso, a ferramenta ProtParam analisou o
indice alifatico (IA) o tempo de meia vida da proteina. O servidor XtalPred ainda avaliou a
maior regido de desordem da proteina e o nimero de proteinas com estrutura resolvida que
tem similaridade significativa com a proteina de estudo. Para identificar a presenca de pontes

dissulfeto o servidor DIANNA (FERRE & CLOTE, 2006) foi utilizado.
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5.4 Amplificacio da ORF Cv3931

Oligonucleotideos iniciadores especificos foram construidos para amplificagdo da
sequéncia de DNA (1.083 pares de base; Anexo 2) da ORF Cv3931 de C. violaceum ATCC
12472 (Tabela 1). A ORF Cv3931 esta localizada na fita complementar do cromossomo de C.
violaceum (numero de acesso no GenBank: AAQ61593.1), estendendo-se da posi¢ao
4.252.283 a 4.253.365. A sequéncia da ORF foi completamente amplificada, incluindo os
primeiro 87 nucleotides que codificam o peptideo sinal nativo da quitosanase, para a
expressao em E. coli. Sitios para as enzimas de restri¢ao (Xho I e Xba 1) foram adicionados
nas extremidades 5’ dos oligonucleotideos, para facilitar a manipulacdo do produtos

amplificado.

Tabela 1 - Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores especificos para a regido codificadora

da quitosanase Cv3931 de C. violaceum, com peptideo sinal para clonagem em E. coli

Cv3931F: 5’ CCGGTCTAGA'ATGAAATACGCAGCAAAACGC 3’

Cv3931R: 5’ CCGGCTCGAG CTTCATTTCCCAGTTGGTGAC 3’

'O sublinhado representa o sitio para a enzima Xbal

20 sublinhado representa o sitio para a enzima Xhol

As reagdes de PCR foram realizadas em microtubos de 0,2 mL (Axygen Scientific Inc.,
Union City, CA, USA). Utilizando uma DNA polimerase termoestavel de alta fidelidade, para
um volume final de 25 pL contendo DNA genomico (50 ng), dNTPs (10 mM),
oligonucleotideos iniciadoress (5 uM cada um), tampao GC 5X com MgCl, (KAPA HiFi
HotStart), KAPA HiFi DNA Polimerase (0,5 U; KAPABiosystems) e dgua ultra-pura estéril
(q.s.p. 25 puL). O processo de amplificacdo ocorreu em um termociclador Mastercycler
gradient (Eppendorf, Hamburg, Alemanha), programado para uma etapa de inicial de
desnaturacdo (4 min a 95 °C), seguida por 34 ciclos de 20 s a 98 °C (desnaturacdo), 15 s a
doze temperaturas de 52 °C a 72 °C (pareamento), para avaliar a melhor temperatura de
pareamento, ¢ 40 s a 72 °C (extensdo). Apos o ultimo ciclo, uma ultima fase de extengao
prolongada (72 °C por 4 min) foi realizada. Posteriormente, as amostras permaneceram
estocadas a 4 °C no termociclador até que, em seguida, fossem estocadas a -20 °C até uso
posterior. Para andlise dos produtos da reagdo uma aliquota de 5 pL foi submetida a
eletroforese em gel de agarose a 1%, preparado de acordo com o protocolo descrito por

Sambrook et al (1989).
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5.5 Clonagem da ORF Cv3931 no vetor de expressao pET303/CT-His

O produto amplificado por PCR foi purificado com o kit Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega), de acordo com o protocolo fornecido, apds a purificacdo, o
produto purificado e 1 pg do plasmidio pET303/CT-His (Anexo 3) foram digeridos com Xho 1
(20 U) e Xba 1 (40 U), a 37 °C por 3 horas, de acordo com as instru¢des fornecidas pelo
fabricante das enzimas. Apos o término da reacao, os fragmentos digeridos foram purificados

novamente utilizando-se o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega).

Os produtos de PCR e o plasmideo pET303/CT-His, digeridos e purificados, foram
submetidos a uma reacdo de ligagcdo com T4 DNA ligase (1U), nas condi¢des sugeridas pelo

fabricante da enzima. A reagdo de ligagdo foi incubada a 22 °C por 20 min.

O produto da reacdo de ligacdo foi inserido em células de E. coli DH5a por tratadas
com cloreto de célcio de acordo com o protocolo descrito por Sambrook (1989). As células
submetidas ao tratamento com cloreto de céalcio foram recuperadas em 800 pL de meio SOC

pré-aquecido a 37 °C e mantidos sob agitagdo ocasional a cada 15 minutos por 90 min a 37

°C.

Apo6s o periodo de incubagdo, 100 pL da cultura foram plaqueados em meio LB agar
suplementado com ampicilina (200 pg/mL). As culturas foram mantidas a 37 °C por 24 h, até
a visualiza¢do de colonias. Algumas colonias foram escolhidas e inoculadas em 5 mL de caldo
LB (contendo ampicilina 200 pg/mL) e incubadas sob agitagdo constante (180 rpm) a 37 °C,
por, aproximadamente, 16 h. Ao final desse periodo, os 5 mL de cada cultura foram usados
para a purificacgio de DNA plasmidial utilizando o kit NucleoSpin® Plasmid
(NoLid)(Macherey-Nagel), de acordo com as instrugdes fornecidas pelo fabricante. A
presenca do inserto nas preparagdes de DNA plasmidial foi, entdo, confirmada por digestao

com as endonucleases apropriadas.

Apo6s a confirmagdo, o plasmideo recombinante pET303/CT-His::Cv3931 (50 ng) foi
inserido por eletroporagdao, a 2.500 V (Eletroporador 2510, Eppendorf), em células do
hospedeiro de expressao E. coli OrigamiB (DE3) plysS, E. coli BL21 (DE3) e E. coli Rosetta
(DE3), para posterior inducdo da expressdo da proteina recombinante. As células submetidas a
eletroporacao foram recuperadas em 1 mL de meio SOC pré-aquecido a 37 °C e mantidos sob

agitacdo ocasional por 90 min a 37 °C. Apos esse periodo, 50 uL da cultura foram plaqueados
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em meio LB agar suplementado com ampicilina (200 pg/mL), clorafenicol (34 pg/mL)
tetraciclina (12,5 pg/mL) e canamicina (15 pg/mL) para E. coli OrigamiB (DE3) plysS;
ampicilina (200 pg/mL) e clorafenicol (34 ng/mL) para E. coli Rosetta (DE3) e ampicilina
(200 pg/mL) para E. coli BL21 (DE3). As culturas foram mantidas por 24 h a 37 °C e clones
de E. coli OrigamiB (DE3) plysS, E. coli BL21 (DE3) e E. coli Rosetta (DE3) transformadas
com pET303/CT-His::Cv3931 foram mantidas em meio estoque contendo glicerol 15% e

armazenados a -80 °C.
5.6 Inducio da expressao da proteina recombinante rCv3931

As células das trés estirpes de E. coli contendo o plasmideo pET303/CT-His::Cv3931
foram plaqueadas em meio LB dgar contendo ampicilina (200 pg/mL), clorafenicol (34
pg/mL) tetraciclina (12,5 pg/mL) e canamicina (15 pg/mL) para E. coli OrigamiB (DE3)
pLyss; ampicilina (200 pg/mL) e clorafenicol (34 pg/mL) para E. coli Rosetta (DE3) e
ampicilina (200 pg/mL) para E. coli BL21 (DE3), a partir do estoque em glicerol 15%, para a
obtencdo de coldnias isoladas. Células de E. coli Rosetta (DE3) contendo o plamideo
pET303/CT-His integro também foram plaqueadas em meio LB Agar contendo ampicilina
(200 pg/mL) e clorafenicol (34 pg/mL). Uma coldnia de cada estirpe foi escolhida, inoculada
em meio LB caldo contendo os antibidticos citados anteriormente e encubada sob agitacao

orbital de 180 rpm, por 16 h a 37 °C.

Das culturas obtidas uma aliquota de 1 mL foi inoculada em meio LB suplementado
com contendo ampicilina (200 ng/mL), clorafenicol (34 pg/mL) tetraciclina (12,5 pg/mL) e
canamicina (15 pg/mL). As culturas foram incubadas sob agitacdo orbital de 180 rpm a 37 °C
e quando suas densidades Opticas a 600nm atingiram um valor em torno de 0,5, a indugao da
expressao de proteina recombinante foi iniciada pela adicdo de IPTG para uma concentragdao
final de 0,4 mM. Apds a adicdo do IPTG, as culturas foram incubadas a 37 °C por 24 h com
agitacao orbital de 180 rpm.

Ao final desse periodo as culturas foram centrifugadas a 8.000 x g por I0 mina 4 °C e
o meio de cultura livre de células, foi exaustivamente dialisado com agua destilada. Apds a
dialise, sulfato de amonio so6lido foi adicionado para um intervalo de saturacao de 0-95%. As
amostras foram mantidas em repouso por 16 h e, posteriormente, centrifugadas a 12.000 x g
por 20 min a 4 °C. O precipitado (F0/95) foi solubilizado em agua destilada, dialisado

exaustivamente também com agua destilada e armazenado a -20 °C até o uso.
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5.7 Purificacao da proteina recombinante

As fragdes (0-95) dos extratos das indugdes de proteina recombinante das trés estirpes
de E. coli usadas foram juntas, formando uma unica amostra e esta foi colocada em tampao
fosfato de sodio 20 mM pH 7,4 contendo NaCl 500 mM e centrifugada (5.000 x g por 10
minutos) para a retirada de material insoluvel. O sobrenadante foi aplicado em uma matriz de
Sepharose com niquel imobilizado, previamente equilibrada com o mesmo tampao. Proteinas
que ndo interagiram com a matriz (Pico I; PI) foram eluidas com o tampdo de equilibrio
(fosfato de sodio 20 mM pH 7.4 contendo NaCl 500 mM e 5 mM de imidazol) até que a Axgo
do material eluido fosse menor que 0,020. As proteinas retidas foram entao eluidas em fosfato
de sédio 20 mM pH 7,4 contendo NaCl 500 mM e imidazol nas concentragdes de 20, 40 e
100 mM, formando assim trés picos de proteinas retidas (PII; PIII; PIV). As fragdes retidas

com Ajgp > 0,030 foram reunidas e dialisadas exaustivamente com agua destilada.

Neste processo cromatografico o fluxo utilizado foi de 700 pL/min e todas as aliquotas

foram analisadas em uma absorbancia de 280nm.

5.8 Determinacio da concentracio de proteinas

A concentra¢do de proteinas foi determinada usando a método descrito por Bradford
(1976). A uma aliquota de 100 pL de amostra foram adicionados 2,5 mL do reagente de
Bradford, essa mistura foi agitada e deixada em repouso por 10 min a temperatura ambiente.
As leituras de absorbancia foram feitas utilizando um comprimento de onda de 595nm. A
estimativa da concentracdo protéica foi feita a partir de uma curva de concentracdes

conhecida de albumina sérica bovina (BSA).

5.9 Eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca de SDS e condicoes redutoras

(PAGE-SDS)

Eletroforeses em géis de poliacrilamida em presenca de SDS e [-Mercaptoetanol
foram obtidos de acordo com o protocolo descrito por Laemmli (1970) com géis montados

com placas de vidro. Os géis de concentracdo (concentracao final de acrilamida 5%) e de
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separagdo (concentra¢do final de acrilamida de 15%) foram preparados de acordo com a

mistura dos seguintes componentes:

Gel de Concentragao Gel de Separacao
5% 15%
H,O destilada 1,35 mL 1,15 mL
Acrilamida:Bisacrilamida (30:0,8%) 335 uL 2,5 mL
Tris-HCI1 1,5 M pH 8,8 - 1,25 mL
Tris-HCI 1,0 M pH 6,8 250 uLL -
10% SDS 20 uL 50 uL
Persulfato de Amonio 10% (p/v) 20 uL 50 uL
TEMED 4uL 4uL

As amostras a serem analisadas foram ressuspensas em tampao de amostra [4gua; SDS
2% (m/v); B-Mercaptoetanol 5% (v/v) e azul de bromofenol 0,0001%], aquecidas a 100 °C

por 10 minutos e, quando ndo utilizadas, foram armazenadas a -20 °C.

A migracao eletroforética foi realizada na voltagem de 120 V em tampao de corrida
Tris-HCI1 0,025 M pH 8,3, contendo glicina 0,192 M e SDS 0,1% (m/v). Os géis foram

revelados com uma solucao de nitrato de prata.



32

5.10 Atividade enzimatica

5.10.1 Ensaio de atividade quitosanasica por difusiao em placa

Para a realizagdo do ensaio de atividade quitosanasica em placa 0,1% (m/v) de
quitosana e 1% (m/v) de 4gar foram dissolvidos em tampao acetato de sodio 50 mM pH 5,2,
essa mistura foi autoclavada e entdo distribuida em uma placa de petri estéril. Apds a
solidificagdo da mistura, foram feitos pogos de 0,5 cm e foram aplicadas as amostras da fragdo
0/95 dos extratos secretados de rCv3931 referentes as trés estirpes de E. coli e o controle
contendo a fragdo 0/95 do extrato secretado de E. coli Rosetta (DE3) transformada com
pET303/CT-His integro, assim como o pico retido da cromatografia de afinidade com niquel
referente a proteina recombinante e o pico ndo retido. As placas foram incubadas a 37 °C por
24 h, apos esse periodo as mesmas foram coradas com vermelho congo 0,1% (m/v) para a

observagao da formagao de halos.

5.10.2 Ensaio de atividade quitinasica

O ensaio enzimatico para a deteccdo de atividade quitinasica foi feito de acordo com o
método colorimétrico desenvolvido por Boller e colaboradores (1983), tendo como parametro
a liberagdo de N-acetil-D-glucosamina a partir da agcdo hidrolitica da proteina sob a quitina

coloidal.

Para o ensaio, foram incubados 250 pL das amostras com 250 pL de quitina coloidal
1% (m/v) a 37 °C por 1 h, sob leve agitacdo. Em seguida, a reacdo foi interrompida por
aquecimento a 100 °C em banho-maria, por 5 min e resfriada imediatamente em banho de
gelo. Apos o resfriamento as amostras foram centrifugadas (10.000 x g, 10 min a 25 °C) e 300
uL do sobrenadante foram transferidos para um novo tubo contendo 10 pL de B-
glucoronidase (13,2 U/mL). Essa mistura foi incubada a 37 °C por 1 h e a resfriada
imediatamente em banho de gelo. Foram adicionados 100 puL de tampao acetato de sédio 50
mM pH 5,2 e 190 pL de tetraborato de potassio 600 mM 4 mistura e, em seguida, esta foi
novamente aquecida a 100 °C por 5 minutos e resfriada em banho-de-gelo. Foi adicionado 1
mL de uma solugdo de p-dimetilaminobenzaldeido [DMAB 10% (m/v) preparado em acido
acético contendo 12,5% de HCI 11,5 M] diluida 1x em acido acético PA e essa mistura foi
incubada a 37 °C por 20 min e a leitura de absorbancia a 585nm foi feita. Para calcular a

quantidade de N-acetil-D-glucosamina liberado foi utilizado uma curva padrdo construida a
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partir de concentragdes conhecidas desse agucar, em um intervalo de 100 a 1000 uM

(REISSIG et al., 1955).

5.11 Obtencao de oligomeros de quitosana

Os oligbmeros de quitosana liberados pela rCv3931 foram obtidos mantendo a
proteina recombinante em contato com quitosana 0,1% (m/v) em tampao acetato de sdédio 50
mM pH 5,2 por 24 h a 37 °C sob agitagdo constante. Apds essa incubagdo, a mistura foi

centrifugada a 10.000 x g por 10 min e o sobrenadante armazenado até o uso.

5.12 Atividade antibacteriana

5.12.1 Preparacio dos indculos

Os inoculos da bactéria Gram-positiva Staphyloccoccus aureus (ATCC 6538p) e da
bactéria Gram-negativa Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) foram preparados
escolhendo-se uma colonia da cepa isolada em agar Muller-Hintor e inoculando estas em
meio BHI (Brain Heart Infusion) caldo por 16 h a 37 °C. O meio BHI caldo contendo as
bactérias foi diluido em solugdo salina 0,9% até atingir a turbidez correspondente ao tubo 0,5

da escala de Mac-Farland.

5.12.2 Atividade antibacteriana por difusao em placa

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana da rCv3931 e dos oligdmeros de
quitosana liberados quando a rCv3931 esta em contato com esse polimero, foi empregado o
método de difusdo em agar. Cada suspensdo de microrganismo foi semeada, com auxilio de
um swab descartavel, em toda a superficie de meio agar Muller Hinton. Em seguida, foram
feitos pocos de 0,8 cm de diametro e as amostras foram aplicadas. Apds a incubagdo das
placas a 37 °C por 24 h, foi realizada a avaliacdo dos resultados, observando a formagao de
halos ao redor dos pogos contendo as amostras. Em todas as placas avaliadas também foram
aplicados um controle negativo (Fragao 0/95 de E. coli Rosetta (DE3) transformada com
pET303CT-His integro) e um controle positivo (Amicacina 200 mg/mL nas concentragdes

adequadas para cada microrganismo utilizado)
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5.13 Predicao da estrutura 3D
5.13.1 Construc¢ao do modelo

Para a constru¢do do modelo 3D da quitosanase de C. violaceum (Cv3931), a
sequéncia de aminoacidos correspondente a regido madura da proteina foi submetida aos
seguintes servidores: Phyre’ (KELLEY er al., 2015), Swiss-Model (BIASINI ez al., 2014),
MAT (FUENDES et al., 2007), utilizando o modo automéatico. O modelo também foi obtido
empregando o software MODELLER (WEBB er al, 2014), usando como template as
estruturas das proteinas: 1CHQ, 1QGI, 4ILY e 40LT, todas elas quitosanases.

5.13.2 Validaciao do modelo

Para a validacdo dos modelos obtidos, estes foram submetidos a avaliagdo de
parametros geométricos e estereoquimicos no servidor Molprobity (CHEN et al., 2010). O
RMSD (root-mean-square deviation) foi calculado com o programa PyMol (The PyMOL
Molecular Graphics System, Version 1.8 Schrodinger, LLC), utilizando como pardmetro os
templates selecionados pelos servidores ou manualmente (MODELLER). O melhor modelo
obtido em relacdo aos aminoacidos fora do plor Ramachandra e ao RMSD foi otimizado pelo
servidor GALAXY (SHIN ez al, 2014).

Em seguida, a qualidade geral do modelo foi obtida a partir do Z-score do servidor
ProSa-Web (WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007), o fator de qualidade global do modelo calculado
pelo servidor ERRAT2 (COLOVOS; YEATES, 1993); o 3D-1D avegare score obtido do
servidor VERIFY 3D (BOWIE; LUTHY; EISENBERG, 1991). O servidor SolvX (HOLM;
SANDER, 1992) também foi usado para a validacdo, a partir do seu score geral que avalia o

perfil de solvatacdo do modelo.

5.14 Docking molecular

Para a realizacdo da analise de interacdo molecular (Docking Molecular), o
software Autodock tools (MORRIS et al.,2009) foi utilizado. O modelo 3D validado da
Cv3931 foi usado juntamente com o ligante selecionado com base na estrutura complexada
com a quitosanase de Bacillus circulans (PDB 1QGI): um dimero de D-glucosamina ligado a
N-acetil-D-glucosamina [(GlcN),-GIcNAc]. A anélise de interagdo molecular também foi
realizada com um trimero de N-acetil-D-glucosamina (GIcNAc); ligante de uma quitinase de

Ostrinia furnacalis (PDB 3W4R ), um trimero de D-glucosamina (GlcN);, desenhado ab initio
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pelo software Marvin Scketch 15.6.15 e com um N-acetil-D-glucosamina ligado a dimero de
D-glucosamina [GlcNAc-(GIcN),;] também desenhado ab initio pelo software mencionado

anteriormente.



36

6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Caracteristicas da estrutura primaria

Analisando a estrutura primaria da Cv3931 nos servidores SignalP 4.1, Signal-CF,
PrediSi e selecionando a opgao de bactéria Gram-negativa, foi mostrado que, dentre os 360
aminoacidos contidos na sequéncia codificada da ORF da Cv3931, existe a presenga de um
peptideo sinal (PS) de 29 aminoéacidos da regido N-terminal da proteina. O PS serd
identificado pela célula, ira direcionar a proteina para a regido onde a mesma exercera sua
atividade e sera clivado por proteases especificas. Com a clivagem da sequéncia referente ao
PS, uma proteina com 331 aminodcidos serd formada. Essa clivagem ocorre entre os
aminoacidos Ala® e Glu™. A figura 5 mostra os graficos relacinados aos servidores SignalP
4.1, Signal-CF e PrediSi e o ponto de clivagem do peptideo sinal.

O valor do cutoff para bactérias Gram-negativas do servidor SignalP 4.1 ¢ de 0,570, ja
para o servidor PrediSi ¢ 0,5, esse valor ¢ otimizado por correlacdo para cada classe de
organismos, melhorando, assim, a acuracia dos resultados (Tabela 2). A sequéncia do peptideo
sinal predita pelos servidores utilizados estd de acordo com as caracteristicas gerais de um
peptideo sinal: Uma sequéncia de 20 a 30 aminodcidos com uma regido N carregada
positivamente, seguida por uma regido H hidrofébica de 7 a 13 aminoacidos e uma regiao
levemente polar terminando a sequéncia sinal (Figura 4). A regido N do peptideo sinal
descrito possui um pl de 10.29, a regido H possui uma sequéncia de 13 aminoacidos
hidrofébicos e a regido C possui um pl de 5.24. A sequéncia da Cv3931 também foi
submetida no servidor SecretomeP, onde um SecP score de 0.960 foi obtido, esse servidor tem
um cutoff de 0.5 para bactérias, também afirmando a presenca de um peptideo sinal na
proteina em questdo ja que o servidor SecretomeP apresenta predi¢des ab initio, diferente dos
servidores que apresentam algoritmos baseados em outras proteinas.

Os resultados das analises com o servidor PSORTb apontaram Cv3931 como uma
proteina extracelular com um score de localizagdo de 9.64 (Tabela 3). Essa predi¢do condiz
com varias quitosanases bacterianas que sdo exportadas para o meio extracelular, incluindo
tanto bactérias Gram-positivas do género Bacillus (LIANG et al 2014; RIVAS et al, 2000;
YEON et al, 2004), Streptomyces (BROUCHER et al, 1992), bem como bactérias Gram-
negativas como Burkholderia gladioli (SHIMOSAKA et al, 2000).

A predigao dos servidores SignalP, Signal-CF, PrediSi e SecretomeP de que a Cv3931
possui um peptideo sinal € corroborada com a predi¢ao do servidor PSORTD, ja que, para que
uma proteina seja direcionada para o local onde essa molécula exercera sua atividade, esta

precisa da presenga de um PS para que proteinas transportadoras o identifiquem e a exportem.
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No caso da Cv3931 o local onde o seu provavel peptideo sinal ird exporta-la, de acordo com

as predi¢des do servidor PSORTD, ¢ o meio extracelular.



Tabela 2 — Scores dos servidores usados para predi¢do do peptideo sinal de Cv3931

Servidor Parametro N° de aminoacidos Confiabilidade

do Peptideo Sinal

SignalP D-score 29 79.3%
SecretomeP Sec-score - 96%
PrediSi S-score 29 91.27%

Signal-CF - 29 100%

38
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Figura 4 — Divisdo das regides do provavel peptideo sinal da Cv3931

Regido N

MKYAAKRLSFPS

Regido H

AILAGLALLAAAG

Regido C

Fonte: Propria autora
A regido N em rosa se refere a sequéncia de aminoacidos basicos que inicia o peptideo sinal,
enquanto a regido H se refere a sequéncia de aminoacidos hidrofébicos do PS e a regido C a

sequéncia de aminoacidos levemente polar localizada no final do peptideo sinal.
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Figura 5- Demonstracao do ponto de clivagem do peptideo sinal da Cv3931
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(A) Demonstragdo do ponto de clivagem do peptideo sinal da Cv3931 no servidor Signal-
CF, onde a sequéncia em rosa se refere ao peptideo sinal e a sequéncia em azul se refere
ao inicio da proteina madura. (B) Grafico fornecido pelo servidor SignalP 4.1
demonstrando o ponto de clivagem do peptideo sinal da Cv3931 e os scores C, S, Y
utilizados no servidor para o calculo do D-score. (C) Grafico fornecido pelo servidor
PrediSi demonstrando o ponto de clivagem do peptideo sinal da Cv3931 e o S-score

utilizado no servidor.



Tabela 3- Scores de localizagao referentes ao servidor PSORTb

Scores de Localizagao:

Citoplasma 0.01
Membrana Citoplasmatica 0.01
Periplasma 0.11
Membrana Externa 0.23
Extracelular 9.64
Predi¢ao Final: 9.64
Extracelular
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6.2 Dominios conservados

A sequéncia de aminoacidos da Cv3931 foi submetida aos servidores CDD, e SMART
e a identificagdo de dominios conservados foi possivel, tais como o da familia GH46, que ¢
uma familia que possui proteinas que sdao essencialmente endo-B-1,4-quitosanases, € um
dominio de ligacdo a carboidrato Cht BD3, que condiz com um dominio de ligacdo a quitina.

O servidor CDD aponta que o dominio que identifica as proteinas da familia GH46
esta no intervalo dos residuos 92 a 316, com um E-value de 1.27¢**. J4 o servidor SMART
indica que este dominio esta localizado entre os residuos 103 € 316 com um E-value de 4.30¢
*¥, O dominio de ligacdo a quitina Cht BD3 foi identificado entre os residuos de amino4cidos
19 e 59 (E-value: 2.45¢”®) pelo servidor CDD e entre os residuos 19 e 61 (2.24¢”). A Figura 6
mostra os dominios encontrados.

O dominio de ligagdo a quitina Cht BD3 est4 geralmente relacionado a quitinases e
outras proteinas de ligacdo a quitina. Nao ha muitos relatos de quitosanases com esse
dominio, porém Shimosaka et al (2000) analisou a sequéncia de aminoacidos de uma
quitosanase de Burkholderia gladioli e identificou uma regido que mostrou alta similaridade
com um dominio de ligagdo a quitina de quitinases bacterianas, no entanto depois de andlises
da proteina nativa, o mesmo autor sugeriu que esse dominio seria clivado durante a produgio

da quitosanase madura.
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Figura 6 - Representacdo dos dominios encontrados na sequéncia da Cv3931

Cht
BD3

100 200 300

Fonte: http://smart.embl-heidelberg.de
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6.3 Caracteristicas fisico-quimicas

Utilizando a ferramenta Protparam do servidor ExPasy e o servidor XtalPred, as
caracteristicas fisico-quimicas da Cv3931 foram identificadas. A massa molecular tedrica
(Mr), o ponto isoelétrico (pl), o indice de instabilidade (II) e o indice de hidrofobicidade
(GRAVY) foram avaliados nos dois servidores, ja o indice alifatico (IA) e o tempo de meia
vida da proteina em E. coli foram previsto apenas pela ferramenta Protparam e a maior regiao
de desordem apenas pelo servidor XtalPred. A tabela 4 mostra a comparagao entre as
caracteristicas fisico-quimicas obtidas nos dois os servidores.

Os resultados gerados pelos servidores foram condizentes. A massa molecular tedrica
média (Mr) predita pela ferramenta Protparam e pelo servidor XtalPred foi de
aproximadamente 35,680 KDa, o ponto isoelétrico teérico foi de 8,54, o indice de
instabilidade e o indice de hidrofobicidade foram de aproximadamente 29,245 e -0,627,
respectivamente. O indice alifatico predito pela ferramenta Protparam foi de 56,74 e o tempo
de meia-vida em E. coli predito também por esta ferramenta foi de 10 horas in vivo. Foram
encontradas 12 estruturas resolvidas de proteinas com similaridade significativa a Cv3931,
dentre elas se encontram 6 quitosanases ¢ 6 quitinases, onde os maiores E-values (3.0e™ ¢
3.0¢”7, respectivamente) foram encontrados com duas quitosanases, uma de Bacillus
circulans (SAITO et al., 1999) (PDB 1QG]I) e outra de Streptomyces sp. (TAKASUKA et al.,
2014) (PDB 4ILY).

A massa molecular tedrica de 35,68 kDa predita para a Cv3931 ¢ um pouco maior do
que a massa molecular de outras quitosanases da mesma familia (GH46), incluindo as
quitosanases citadas com similaridade significativa a Cv3931, as massas moleculares das
quitosanases de Bacillus circulans e de Streptomyces sp. sdo, respectivamente, de
aproximadamente 29 e 27 kDa. A Mr maior de Cv3931 em relagdo a outras quitosanases
similares provavelmente estd relacionada ao dominio de ligagdo a quitina citado
anteriormente.

O indice de instabilidade proporciona uma estimativa da proteina analisada em um
tubo de ensaio. Uma proteina ¢ considerada estavel se seu II for menor que 40.
(GURUPRASAD et al., 1990) No caso de Cv3931 esse valor foi de 29,245, o que, pelos
parametros de indice de instabilidade, classifica essa proteina como estavel. O indice de
hidrofobicidade (GRAVY) esta relacionado com a polaridade da proteina, esse indice €
calculado adicionando o valor de hidropaticidade para cada residuo de aminoacido da proteina
e dividindo esse valor pelo numero total de residuos. Valores negativos indicam uma proteina

com interagdes polares, ja valores positivos indicam uma proteina com interagdes apolares.
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Para a Cv3931 esse valor foi de aproximadamente -0,630, considerando que os valores desse
indice variam de +2 a -2 para a maioria das proteinas, esse resultado aponta essa proteina
como polar. Ja o indice alifatico esta relacionado a termoestabilidade de uma proteina e ¢
definido como o volume relativo ocupado por cadeias laterais alifaticas (IKAI, 1980). Quanto
maior esse indice, mais estavel é a proteina, o que indica que a Cv3931 (IA = 56,74) ¢ uma

proteina termoestavel.



Tabela 4 - Caracteristicas fisico-quimicas preditas pelos servidores ExPasy-ProtParam e

XtalPred
Proteina Numerode Mr pl II IA GRAVY
aminoacidos (KDa) teorico
ProtParam Cv3931 331 35,678 8,54 29,250 56,74 -0,625
XtalPred Cv3931 331 35,683 8,54 29,240 - -0,630
Média 35,680 8,54 29,245 -0,627
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O servidor DIANNA fez predi¢des de duas pontes dissulfeto na Cv3931, uma entre

Cys18 e Cys64 € outra entre Cys122 e Cys196

. As ligagdes dissulfeto sao importantes para a
estabilidade e a funcdo de muitas proteinas secretadas e em bactérias Gram-negativas, estas
ligagdes sdo catalisadas por oxidorreduasas de tiol-dissulfeto (Dsb) no periplasma
(REARDON-ROBINSON et al., 2015). Sendo Cv3931 predita como uma proteina secretada
para o meio extracelular, as pontes dissulfeto podem exercer um papel fundamental na
estabilidade dessa proteina. Saito (1999) descreveu que a quitosanase de Bacillus circulans
(PDB 1QGI), que mostra uma grande similaridade com Cv3931, possui uma ponte dissulfeto

entre Cys™ e Cys'**, reforando assim a presenca dessas ligagdes em Cv3931.
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6.4 Amplificacao da ORF Cv3931

O resultado da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) realizada com os iniciadores
especificos para a sequéncia completa da ORF Cv3931, incluindo seu peptideo sinal, para a
posterior expressao em Escherichia coli pode ser visualizado na figura 7, onde se mostra um
gel de agarose 1% evidenciando uma reacdo com um gradiente de temperatura que foi feita no
intuito de encontrar a melhor condi¢cdo para o pareamento dos iniciadores com o molde de
DNA gendmico de C. violaceum. A melhor temperatura encontrada foi a de 63,2 °C. As
bandas observadas sao de aproximadamente 1.1 kB e estdo condizentes com o tamanho da

OREF da Cv3931encontrada no banco de dados GenBank.
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Figura 7 — Eletroforese em gel de agarose 1 % mostrando um gradiente de temperatura para a
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Foram utilizadas 12 temperaturas de pareamento, de 52 a 72 °C para a amplificacdo da
sequencia da ORF de Cv3931. O poco MM contém 200 ng do marcador 1 kb DNA Ladder
(Promega), os outros pogos contém os produtos das reacdes em cadeia da polimerase nas

diferentes temperaturas usadas.
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6.5 Clonagem da ORF Cv3931 no vetor de expressao pET303/CT-His

Apo6s a confirmacdo da amplificagdo especifica dos produtos desejados, reagdes de
PCR em quadruplicata foram realizadas com o intuito de obter uma quantidade satisfatoria de
produto para digestdo e inser¢do do mesmo no vetor pET303/CT-His. A vista disso, os
produtos de PCR purificados e o plasmideo pET303/CT-His foram digeridos com as enzimas
Xho 1 e Xba 1. Apés a digestdo, uma reagdo de ligacdo com a T4 DNA ligase foi realizada.
Placas de meio LB agar (com 200 pg/mL de ampicilina) foram inoculadas com E. coli DH5a
possivelmente transformadas com os produtos da ligagdo com a T4 DNA ligase. Foram
selecionadas 4 colonias para a extragdo de DNA plasmidial e confirmagdo da transformacao.
A figura 8 mostra a eletroforese em gel de agarose 0,8% dos plasmideos extraidos das
colonias selecionadas. Para a confirmacdo da transformacdo, o produto da purificagdo
plasmidial foi digerido com a enzima Xho 1. Os resultados mostram que todas as 4 colonias
selecionadas estavam transformadas com o plasmideo pET ligado a sequéncia da ORF
Cv3931 ja que a banda mostrada no gel de 6.214 pb, comparada ao controle referente ao
plasmideo integro de 5.014 pb, estd condizente com o tamanho deste plasmideo ligado a ORF
Cv3931 que possui 1.087 pb. A massa molecular real do plasmideo integro ¢ de 5.369 pb, mas
considerando que na migragao eletroforética uma massa de 5.014 pb foi encontrada, esta foi

utilizada como base para as analises.
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Figura 8 — Eletroforese do gel de agarose 0,8% referente a confirmacao da clonagem da ORF

Cv3931 com o plamideo pET303CT-His
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O poco MM contém 300 ng do marcador ADNA/Hind III Fragments (BioLabs) e os pogos de
1 a 4 contém 500 ng dos plamideos pET303/CT-His::Cv 3931 extraidos dos clones de 1 a 4. O
poco 500 ng do plamideo pET303/CT-His integro.



52

6.6 Inducao da expressao da proteina recombinante rCv3931 em diferentes estirpes de
Escherichia coli

A indugdo da expressao da quitosanase recombinates de E. coli BL21 (DE3), Rosetta
(DE3) e OrigamiB (DE3) pLysS foi realizada com clones escolhidos de forma aleatoria. A
inducdo da expressao foi feita a 37 °C sob agitacdo constante, com adi¢do de IPTG 500 mM
para uma concentracdo final de 0,4 mM. A coleta dos sobrenadantes foi realizada apos 24
horas de inducao.

A figura 9 mostra o gel de eletroforese SDS-PAGE 15% com as amostras da fracao
0/95 do meio livre de células das trés estirpes de E. coli transformadas com pET303/CT-
His::Cv3931. Todas as estirpes apresentam uma banda em torno de 37 kDa que nao ¢
encontrada no controle [fracdo 0/95 do meio livre de células de E. coli Rosetta (DE3)
transformada com pET303/CT-His integro], tendo em vista que a massa molecular predita
para Cv3931 ¢ de 35.6 kDa e que o plasmideo utilizado para a expressao de rCv3931 adiciona
6 residuos de histidina no C-terminal de proteinas recombinantes, a massa molecular aparente
em torno de 37 kDa indica que a proteina rCv3931 foi produzida com sucesso pelas trés
estirpes de E. coli [BL21 (DE3), Rosetta (DE3), OrigamiB (DE3) pLysS], sendo secretada
para o meio de cultura por meio do seu peptideo sinal endégeno.

Lobo e colaboradores (2013) clonaram e expressaram uma quitinase de
Chromobacterium violaceum com o seu peptideo sinal enddégeno em E. coli BL21 (DE3). A
quitinase recombinante foi secretada para o meio extracelular e andlises da fracdo
periplasmatica e do extrato intracelular total solivel revelaram que apenas uma pequena parte
da proteina recombinante ndo havia sido secretada. O fato de que essa quitinase, assim como
Cv3931, ¢ de C. violaceum e também foi expressa em E. coli, refor¢a que o peptideo sinal
enddgeno de rCv3931 foi reconhecido e essa proteina foi secretada para o meio extracelular.

A secrecdo para o meio extracelular de um hospedeiro de produg¢do de proteinas
recombinantes relevantes para fins biotecnoldgicos € uma possibilidade alternativa atrativa
comparada as estratégias de expressao intracelular ja que facilita muito o processamento
downstream e reduz significativamente os custos de produ¢do da proteina alvo desejada.
(FREUDL, 2017). Portanto, a secrecdo bem sucedida de rCv3931 para o meio de cultura é de

extrema importancia para que essa proteina possa ter futuras aplicagdes industriais.
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Figura 9 — Gel de eletroforese SDS-PAGE evidenciando a expressao de rCv3931

Andlise por SDS-PAGE da fracdo 0/95 do meio livre de células obtido a partir da inducao da
expressdao de rCv3931 em células de E. coli Rosetta (DE3), BL21 (DE3) e OrigamiB (DE3)
pLyss transformada com o vetor pET303/CT-His::Cv3931. A massa molecular aparente (kDa)
das bandas referentes a quitosanase recombinante, indicadas pelas setas pretas, foram
estimadas utilizado o marcador Low Molecular Weight (GE Healthcare), representado no pogo

M.
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Analisando a atividade quitosandsica em placa contendo quitosana 0,1% (m/v) da
Fracdo 0/95 das trés estirpes utilizadas para a expressdo de rCv3931 (Figura 10), onde 56 pg
de proteina foram aplicados em cada pogo, pode-se observar que houve formagdo de halos de
degradacao para todas as fracdes 0/95 das estirpes de E. coli utilizadas, levantando mais um

indicio de que de rCv3931 foi produzida e secretada para o meio extracelular com sucesso.

Apesar de haver a formagao de halos de degradacao referentes as fragdes 0/95 das trés
estirpes utilizadas, notou-se que o halo produzido por F0/95 do secretado de OrigamiB (DE3)
pLyss (2,8 cm) foi maior comparado aos halos de degradagdo da F0/95 de BL21 (DE3) (2,5
cm) e Rosetta (DE3) (2,3 cm). Essa diferenca pode ter ocorrido devido a caracteristica
intrinseca de estirpes de E. coli Origami de facilitar a formagdo de ponte dissulfeto em
proteinas recombinantes. Ponte dissulfeto sdo importantes para a estabilidade e dobramento
de proteinas e sendo Cv3931 uma proteina com uma predi¢ao para a formagao de duas pontes
dissulfeto (Item 6.3), a caracteristica intrinseca de Origami de promover a formacdo dessas
interacdes pode ter influenciado na maior atividade enzimatica da proteina recombinante

produzida por essa estirpe.
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Figura 10 — Perfil da atividade quitosanasica em placa da F0/95 das trés estirpes usadas para

producdo de rCv3931.

Imagem da atividade quitosanasica em placa evidenciando a atividade enzimatica da proteina

recombinante das trés estirpes de Escherichia coli utilizadas na expressao de rCv3931.
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6.7 Purificacao da quitosanase recombinante

Tendo em vista que o vetor utilizado para a expressdao de rCv3931 adiciona uma calda
de histidina ao C-terminal das proteinas, uma matriz de Sepharose com niquel imobilizado foi
utilizada visando a purificagdo da quitosanase recombinante. As amostras das trés fragdes
0/95 das estirpes utilizadas foram juntas, essa amostra foi solubilizada em tampao fosfato de

so6dio 20 mM pH 7,4 contendo NaCl 500 mM e foi aplicada na matrix.

O pico nao retido (PI), eluido com o tampao de equilibrio (de s6dio 20 mM pH 7,4
contendo NaCl 500 mM e 5 mM de imidazol), foi recuperado a um fluxo constante de 700
uL/minuto. J4 o material retido na matriz foi eluido em concentragdes crescentes de imidazol
(20 a 100 mM) e um fluxo constante de 700 pL/minuto. Todas as aliquotas foram analisadas

através da absorbancia 280 nm ao longo de todo o processo cromatografico (Figura 11-A).

As aliquotas dos picos retidos eluidos com fosfato de sd6dio 20 mM pH 7,4 contendo
NaCl 500 mM e imidazol nas concentragdes (20, 40 ¢ 100 mM) que apresentaram as maiores
leituras em Ajgy foram reunidas e dialisadas exaustivamente contra agua. Essas amostras

foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE (Figura 11-B).
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Figura 11 — Purificacdo da quitosanase recombinante de C. violaceum
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(A) Perfil cromatografico do processo de purificagdo da rCv3931. (B) Andlise do
perfil cromatografico por SDS-PAGE. O poco MM se refere ao marcador de peso
molecular Low Molecular Weight (GE Healthcare). Os pogos seguintes se referem ao
pico ndo retido em matriz de Sepharose com niquel imobilizado (PI) e os picos retidos

eluidos com diferentes concentragdes de imidazol (20, 40, 100 mM).
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Foi possivel a observacdo de uma banda de aproximadamente 38,3 kDa no pico retido
eluido com 100 mM de imidazol (PIV) e uma banda muito semelhante de aproximadamente
38,7 kDa no pico nao retido (PI). Para averiguar em qual pico cromatografico, PIV ou PI, a
rCv3931 foi eluida ou se ambas as bandas identificadas nos diferentes picos representam a
proteina recombinante, uma atividade enzimatica com PI e PIV foi realizada (Figura 12).
Foram aplicadas 56 pg de proteina nos pocos que representam o controle [FO/95 de Rosetta
(DE3) transformada com pET303/CT-His integro] e 0/95 de Rosetta (DE3) transformada com
pET303/CT-His::Cv3931, 14 pg no pogo que representa PI e 6,3 ug no pogo que representa
PIV. Como esperado, foi observado um halo de degradacdo na fracdo 0/95 de (DE3)
transformada com pET303/CT-His::Cv3931 (2,25 cm). Outro halo de degradagdo foi
observado ao redor do pogo onde o PIV foi aplicado (2,7 cm), o que evidencia que a proteina
recombinante interagiu com a matrix de Sepharose acoplada com niquel e foi eluida com 100
mM de imidazol tendo em vista que o pico ndo retido (PI), comparado ao controle, nio

apresentou nenhuma atividade significativa.
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Figura 12 — Atividade quitosanasica dos picos cromatograficos

Imagem referente a atividade quitosanasica em placa dos picos cromatograficos da matriz de
Sepharose acoplada com niquel comparando PI e PIV ao controle [Rosetta (DE3)
transformada com pET 303/CT-His integro] e a F0/95 de Rosetta (DE3) transformada com
pET 303/CT-His::Cv3931.
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6.8 Atividade quitinasica de rCv3931

Nao foi observada atividade quitinolitica em rCv3931, sendo testatos todas as F(0/95)
das estirpes utilizadas para a expressdo da proteina recombinante e o pico IV da
cromatografia. Resultado ja esperado, considerando que quitosanases nao possuem atividade

quitinolitica descrita.
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6.9 Atividade antibacteriana

6.9.1 Atividade antibacteriana de rCv3931
Os resultados da atividade antibacteriana por difusdo em placa com a proteina

rCv3931 em meio Agar Muller Hinton normal ¢ meio Agar Muller Hinton com quitosana
0,1% (m/v) frente a bactéria Gram-positiva S. aureus (ATCC 6538p) bactéria Gram-negativa
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) (Figura 13) ndo demonstraram nenhuma inibi¢ao de
crescimento bacteriano.

A falta de inibicdo nos pogos onde a F0/95 do extrato secretado de OrigamiB (DE3)
pLysS e do PIV da cromatografia realizada anteriormente pode ser devido a baixa quantidade
de proteina aplicada, 100 pg para F0/95 do extrato secretado e 9 pg para o PIV da
cromatografia. A repeticdo da atividade antibacteriana por difusdo em placa com
concentragdes maior de proteina é necessaria para averiguar se a falta de inibicdo do
crescimento microbiano deve-se a baixa quantidade de proteina aplicada no ensaio ou se
rCv3931 ndo apresenta a caracteristica de inibir o crescimento dos microrganismos utilizados.
Muslim et al (2016) avaliou a atividade antibiofilme de uma quitosanase de Bacillus
licheniformis e essa proteina teve a capacidade de inibir a formagao de biofilme de todas as
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas testadas neste estudo, sendo assim importante a

avaliacdo do potencial antibiofilme de rCv3931.
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Figura 13 — Atividade antibacteriana de rCv3931

As figuras 13-A e 13-B mostram o ensaio feito com meio Agar Muller Hinton normal e as

figuras 13-C e 13-D mostram o ensaio feito com meio Agar Muller Hinton com 0,1% (m/v)
de quitosana. As placas das figuras 13-A e 13-C foram semeadas com S. aureus (ATCC
6538p) e as placas das figuras 13-B e 13-D com Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) Os
pocos 1 se referem ao antibidtico amicacina, usado como controle positivo nesse ensaio. Os
pogos 2 se referem a F0/95 do extrato secretado de Rosetta (DE3) transformada com
pET303/CT-His integro. Os pogos 3 e 4 se referem ao PIV da matrix de Sepharose acoplada
com niquel e a F0/95 do extrato secretado de OrigamiB (DE3) pLysS transformada com
pET303/CT-His::Cv3931, respectivamente.
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6.9.2 Atividade antibacteriana dos oligomeros liberados por rCv3931 na degradacio de
quitosana
Os resultados da atividade antibacteriana por difusdo em placa com os oligomeros de

quitosana liberados quando rCv3931 ficou em contato com quitosana 0,1% por 24 h frente a
bactéria Gram-positiva S. aureus (ATCC 6538p) e a bactéria Gram-negativa Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 9027) (Figura 14) demonstraram leve inibicdo do crescimento ao redor
dos pocos onde foram aplicados 100 pL. de uma mistura de oligdmeros obtida a partir de 500
ng da FO/95 do extrato secretado de OrigamiB (DE3) pLysS transformada com pET303/CT-
His::Cv3931 em contato com quitosana (80% de deacetilacdo) 0,1% (m/v) por 24 h.

Lee et al (2009) testou a atividade antimicrobiana de oligdmeros de quitosana in vitro
e in vivo contra a bactéria Gram-negativa Vibrio vulnificus obtendo significativa diminui¢ao
de células viaveis de V. vulnificus em camundongos tratados com oligdmeros de quitosana. Os
autores desse trabalho utilizaram oligdmeros ja caracterizados, com 10 kDa e 1 kDa de massa
molecular, o que mostra a necessidade da caracterizacdo dos oligdmeros liberados por
rCv3931 quando essa proteina degrada a quitosana para que as melhores condi¢des para a
exploragdo do seu potencial antimicrobiano, além de outras atividades biologicas ja
relacionadas a oligdmeros de quitosana. E importante salientar que, no trabalho citado, as
concentragdes dos oligdmeros foram altas (0.5 a 10 mg/ml in vivo e 0.1 a 0.5 mg por rato), o
que também evidencia a necessidade da quantificacdo e da otimizacdo do método de obtengao
dos oligdmeros produzidos por rCv3931 para que aja a melhor avaliagdo do potencial e das

concentracdes mais efetivas para a realizagao dessa atividade.
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Figura 14 — Atividade antibacteriana dos oligdmeros de quitosana liberados por rCv3931
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A figura 14-A se refere a placa com Pseudomonas aeruginosa e a figura 14-B a placa com S.

aureus. Os pocos com o numero 1 se referem a F0/95 do extrato secretado de Rosetta (DE3)
transformada com pET303/CT-His integro. Os pogos com o numero 2 se referem ao
antibiotico amicacina, usado como controle positivo nesse ensaio. Os po¢os com o numero 3 a
F0/95 do extrato secretado de OrigamiB (DE3) pLysS transformada com pET303/CT-
His::Cv3931. As setas apontam para onde houve uma leve inibi¢do de crescimento ao redor os

pocos 3.



65
6.10 Construcao e validacao do modelo tridimensional de Cv3931

Para a constru¢do de um modelo por homologia confidvel, os servidores procuram e
definem os melhores templates de estruturas ja resolvidas com os menores E-values € com
maior identidade entre as sequéncias.

Trés servidores e um software foram utilizados para a constru¢do do modelo da
Cv3931. O template 1QGI foi selecionado pelos servidores Phyre?, Swiss-Model e M4T, ja
com o software Modeller foram selecionados os femplates 1CHQ, 1QGI, 4ILY, 40LT,
gerando um modelo para cada femplate. E importante salientar que nenhum dos servidores
usados para construir os modelos de Cv3931encotrou um template que tivesse uma identidade
com os primeiros 72 residuos de aminoacidos de Cv3931, que correspondem ao dominio de
ligagdo a quitina dessa proteina. Considerando que os modelos de Cv3931 foram construidos
por homologia, estes ndo apresentam essa parte da proteina.

Para avaliar o melhor modelo, o servidor Molprobity foi utilizado para analisar todos
os modelos gerados em relagdo aos pares ¢ - ¢ distribuidos nas regides favoraveis ou
permitidas no plot de Ramachandran. Os cinco modelos gerados pelo software Modeller
apresentavam 6, 4, 3, 2 e 8 residuos fora da regido permitida. O modelo gerado pelo servidor
Swiss-Model apresentava 3 residuos fora da regido permitida; ja o modelo do servidor M4T, 2
residuos e o modelo do servidor Phyre” 2 residuos. Outro parmetro utilizado para avaliar o
melhor modelo foi o calculo do RMSD (tabela 5) (figura 15) com o template 1QGI, escolhido
para a constru¢do do modelo por todos os servidores, inclusive para o modelo do software

MODELLER que obteve apenas 2 residuos fora da regido permitida no grafico ramachanda.



Tabela 5 — Valores de RMSD para os modelos de Cv3931 com o template 1QGI
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RMSD

Modelo Cv3931 Swiss Model/1QGI 0,055
Modelo Cv3931 M4T/1QGI 0,130

Modelo Cv3931 MODELLER/ 1QGI 0,095
Modelo Cv3931 Phyre”/1QGI 0,000
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Figura 15 — Sobreposi¢dao dos modelos de Cv3931 com o template 1QGI

Em todas as figuras, 1QGI esta representada em vermelho. A figura 15-A representa o modelo
de Cv3931 construido no servidor Swiss-Model em rosa; a figura 15-B, o modelo do servidor
MAT em ciano; a figura 15-C, o modelo do software MODELLER em azul; e a figura 15-D, o

modelo do servidor Phyre2 em verde.
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Com a andlise do RMSD para todos os modelos de Cv3931 obtidos, foi possivel
observar que o modelo do servidor Phyre’ se mostrou o melhor para Cv3931, ja que este
apresentou uma sobreposicao perfeita (RMSD = 0,000) comparada ao template utilizado.

Para a otimizagao os residuos que se encontravam fora da regido permitida, o servidor
Galaxy foi utilizado. O plot Ramachanda obtido apos a otimizacdo (Figura 16) mostra que
apenas 1 residuo, referente a prolina 295 esta fora da regido permitida. Considerando prolina
um residuo muito rigido para que seus angulos sejam otimizados e que, no caso do modelo de
Cv3931 comparado a 1QGI, ndo faz parte do sitio catalitico da proteina, esse modelo foi
avaliado como bom para que outras analises fossem feitas.

O modelo de Cv3931 foi validado utilizando a qualidade geral do modelo foi avaliada
pelo Z-score a partir do ProSaweb, o fator de qualidade global a partir do ERRAT2, o 3D-1D
Averaged score, a partir do VERIFY 3D e o score global do servidor Solvx. O Z-score teve
um valor de -7,53, nesse plot, é baseado em grupos de estruturas de diferentes fontes (Raio-X
e NMR) de proteinas com estruturas ja resolvidas, representados em diferentes cores (Figura
17), sendo assim, o valor obtido para o modelo de Cv3931 estd dentro dos padrdes permitidos.
O valor do fator de qualidade global do ERRAT?2 foi de 98,387 (Figura 18), esse valor ¢
baseado em estatisticas de interagdes ndo ligadas entre diferentes dtomos; modelos de alta
qualidade produzem fatores acima de 95, o que foi o caso do modelo de Cv3931. O
VERIFY 3D determina a compatibilidade de um modelo 3D com sua propria sequéncia de
aminodcidos (1D), atribuindo uma classe estrutural com base em sua localizacdo e ambiente e
comparando os resultados com boas estruturas, pelo menos 80% dos aminoacidos do modelo
precisam ter um Average score >= a 0,2 para este seja considerado aceitavel, no caso do
modelo de Cv3931 100% de seus aminoacidos estdo dentro do padrao aceitavel (BOWIE;
LUTHY; EISENBERG, 1991), sendo 0,23 o menor valor obtido (Figura 19). O score global
do servidor Solvx ¢ um valor que mede a acessibilidade do solvente para cada residuo dentro
de uma proteina, uma estrutura boa deve ter um score geral abaixo de zero, quanto mais
negativo esse valor, melhor o modelo; o score geral para Cv3931 foi de -127,6 (Figura 20). A
figura 21 mostra o resultado da regides de desordem do modelo da Cv3931, preditas pelo

servidor PrDOS.
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Figura 16 — Plot Ramachandra do modelo de Cv3931 depois da otimizacdo pelo servidor
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Figura 17 - Z- score do modelo de Cv3931 obtido pelo servidor ProSa-Web
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Figura 18 - Qualidade global do modelo obtida pelo servidor ERRAT?2
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Figura 19 - 3D-1D Averaged score para o modelo da Cv3931
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Figura 20 — Preferéncia de solvente do servidor SolvX para cada aminoacido do modelo da

Cv3931
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Figura 21 - Regides de desordem no modelo da CvHex previstas pelo servidor PrDOS
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6.11 Docking molecular

O estudo de docking molecular da Cv3931 foi conduzido com base na estrutura co-
cristalizada da quitosanase (PDB 1QGI) com o ligante (GIcN)2-GlcNAc. O modelo da
Cv3931 foi sobreposto na estrutura cristalizada e um docking sitio dirigido foi realizado. A
figura 22 mostra o ligante [(GlcN)2-GlcNAc] ancorado na fenda catalitica de Cv3931.

Ja € descrito na literatura que os residuos cataliticos de quitosanases da familia GH46
sdo Glu e Asp, no caso de 1QGI esses residuos sdo Glu’’ e Asp>>. Quando 1QGI e Cv3931

109 127

foram sobrepostas foi observado que Glu ™™ e Asp “' de Cv3931 ocupam o mesmo local que

109 127
e Asp ' como os

os residuos cataliticos que Glu®’ e Asp> de 1QGI, o que aponta Glu
principais residuos cataliticos de Cv3931.

As glicosideo hidrolases podem catalisar a hidrolise de ligagdes glicosidicas por meio
de dois mecanismo: inversdao e retengdo. A distdncia média dos residuos cataliticos em
enzimas com o mecanismo de inversdo é de 9,5 A, enquanto essa distincia é de 5,3 A em
enzimas com o mecanismo de retencio; E possivel afirmar que Cv3931 pertence a classe das
enzimas que utilizam o mecanismo de inversdo, pois a distancia entre Glu'® e Asp'*’ é de
10,9 A (Figura 23), a mesma distancia encontrada para os residuos cataliticos de 1QGI, que é
considerada uma glicosideo hidrolase que utiliza o mecanismo de inversdo, sendo Glu®’ o
acido geral da reagio e Asp™a base geral.

Foi observado que na estrutura co-cristalizada de 1QGI quase todas as interagdes feitas
com o ligante, inclusive a interagdes com dos residuos cataliticos, sdo feitas por intermédio de
moléculas de dgua. Isso também ocorre com Cv3931, corroborando com a predi¢do do indice
hidrofobicidade para essa proteina (item 6.3) que previu Cv3931 sendo uma proteina com
interacdes polares. Os residuos identificados interagindo com o ligante sdo: GIn''®, Thr'*?,
Phe ", Tyr *, Leu **" ¢ Asp *°(Figura 24). Esses residuos sdo os mesmo em 1QGI, exceto

Asp290 que em 1QGI € uma Lysm; Asp290 e Lys218

em Cv3931 e em 1QGI respectivamente
sd0 os unicos residuos que fazem uma interagdo direta com o ligante. Considerando que
Cv3931 e 1QGI sdo muito semelhantes e provavelmente vieram de uma proteina homologa
comum, a troca de um residuo de lisina por um residuo de acido aspartico foi possivelmente
uma muta¢do na quitosanase de Chromobacterium violaceum que ocorreu ao longo do tempo.
Lisina e acido aspartico sdo ambos aminoacidos polares, sendo lisina um residuo bésico e
acido aspartico um residuo acido, mas que em alguns casos, como nos proprios residuos

cataliticos principais de quitosanases da familia GH46, pode agir como base. Liu et al. (2015)

descreveu que residuos aromaticos como Trp, Phe e Tyr sdo geralmente encontrados no sitio
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catalitico de enzimas quitinoliticas (quitinases e quitosanases), potencializando a estabilidade
e o reconhecimento do substrato pelas enzimas. Em Cv3931 ¢ foi observada a presenca dos
residuos mencionados. As tabelas 6 ¢ 7 mostram a comparagao dos residuos que interagem
com o ligante em 1QGI e em Cv3931, assim como as distancias entre esses residuos e as
moléculas de 4gua.

Com base na especificidade da posicdo de clivagem da quitosana parcialmente
acetilada, as chitosanases sdo classificadas em trés diferentes subclasses onde a subclasse 1
pode clivar ligagdes entre GIcN-GlcN e GlcNAc-GIcN; a subclasse I, apenas ligacdes entre
GlcN-GIcN; e a subclasse 111, ligagdes entre GIcN-GIcN e GlecN-GIcNAc. Saito et al. (2000)
descreveu a quitosanase de Bacillus circulans MH-K1, mencionada até agora como 1QGI,
como sendo uma quitosanase da subclasse III e os estudos de docking molecular da Cv3931
realizados com o ligante [(GlcN)2-GlcNAc] apontam essa proteina como sendo da subclasse
111, assim como 1QGIL.

Para confirmagdo da subclasse em que Cv3931 pertence, foram feitas analises de
docking molecular com os ligantes GIcN3, GIcNAc3 e GlcNAc-(GIcN)2. Todos os ligantes
foram capazes de ancorar no sitio catalitico de Cv3931, porém nos ligantes GIcNAc3 e
GlcNAc-(GIeN)2 ¢ observado que o grupo acetil estd muito proximo da base da fenda
catalitica (Figura 25), proxima a Asp'?’, causando um significativo “obstaculo estérico”, o que
se relaciona a uma maior quantidade de energia necessaria para que a reagao ocorra devido
aproximagdo de grupos maiores em uma rea¢do quimica. Isso ndo ¢ observado no ligante
GlcN3 que, como esperado, se encaixa na fenda catalitica e por ndo possuir nenhum grupo
acetil, ndo oferece nenhum obstaculo para a reagdo de catalise. A figura 26 mostra que os

mesmo residuos de aminodcidos interagem com o ligante.
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Figura 22 — Representagdo da estrutura em superficie e em cartoon do modelo de

Cv3931 com o ligante GIcNAc-(GIcN)2

A figura 22-A representa a estrutura em superficie de Cv3931com o ligante GIcNAc-(GIcN)2;
A figura 22-B, a estrutura em superficie € em cartoon de Cv3931com o mesmo ligante; A

figura 22-C, a estrutura em superficie e em cartoon; e a figura 22-D a estrutura em cartoon de
Cv3931 e de 1QGI sobrepostas.



Figura 23 — Distancia entre os dois residuos cataliticos de Cv3931
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Figura 24 - Residuos da Cv3931 que fazem interacdo com o ligante (GlcN)2-GlcNAc
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Tabela 6 — Residuos de 1QGI que interagem com o ligante
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Residuo/Atomo Distancia(A) Agua Distancia(A) Atomo(Ligante)
Glu’’ (Oel) 3.3 440 2,9 N2 GIeN -2
GIn’® (Ne2) 3,4 431 3.3 07 GlcNAc +1
Asp> (0d2) 3,0 341 2,9 06 GleN -1
Thr® (Ogl) 2,7 341 2,9 06 GleN -1

Phe® (O) 2,7 350 2,9 N2 ¢ O3 GleN -2
3,1
Tyr' ®(0) 2,7 350 3,1 N2 ¢ O3 GleN -2
3,0 344 2,8 N2 GleN -2
Leu' (0) 2,8 440 3,0 N2 GIeN -2
2,8 344 2,9
Lys” (0) 3,5 - - N2 GleN -1
Tabela 7 - Residuos de Cv3931 que interagem com o ligante

Residuo/Atomo | Distancia(A) Agua Distancia(A) Atomo(Ligante)
Glu' (Oel) 33 440 2,9 N2 GleN -2
GIn""” (Ne2) 3,4 431 3,3 07 GlecNAc +1

Asp'? (0d2) 3,0 341 2,9 06 GleN -1
Thr'** (Ogl) 2,7 341 2,9 06 GleN -1
Phe'*° (0) 2,7 350 2,9 N2 e 03 GlcN -2
3,1
Tyr™ (0) 2,7 350 3,1 N2 e O3 GlceN -2
3,0 344 2,8 N2 GleN -2
Leu™(0) 2,8 440 2,5 N2 GleN -2
2,8 344 3,5
Asp”(0) 3,5 - - N2 GleN -1
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Figura 25 — Representa¢do da interagdo molecular de Cv3931 com os ligantes GIcNAc3 e
GlcNAc-(GIeN)2

A figura 25-A representa a interagdo de Cv3931 com GIcNAc3 e a figura 25-B representa a
interacdo de Cv3931 com GlcNAc-(GIcN)2.



Figura 26 — Intera¢do de Cv3931 com GIcN3
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7 CONCLUSAO

Cv3931 ¢ uma quitosanase de Chromobacterium violaceum que pertence a familia
GH46 e foi expressa de maneira funcional em trés estirpes de Escherichia coli e seu peptideo
sinal foi capaz de secretar essa enzima para o meio de cultura. Os oligdmeros liberados por
rCv3931 na degradacdo da quitosana apresentaram atividade antimicrobiana que pode ser

explorada com a caracterizacdo dos mesmos.

O modelo 3D construido para Cv3931 tém a estrutura conservada em relagao a
quitosanase de Bacillus circulans, assim, Cv3931 provavelmente apresenta os mecanismo de
catalise que essa proteina. Deste modo, Cv3931 ¢ uma quitosanase que exibe um potencial

biotecnolégico.
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9 ANEXOS

Anexo 1. Sequéncia de aminoacidos, com o peptideo sinal de Cv3931

>AAQ61593.1 probable chitosanase A [ Chromobacterium violaceum ATCC 12472]
MKYAAKRILSFPSAILAGLALLAAAGSAAAQGSTAGSPERQTVRLPDCAAAWSPASPY
QAGSVASRGGVNYTAAFWTQGNPPEQGQAWQAGKRCRPAAQAKAADHDANFPPAT
LKFLKANTGLDGEQWDNIMKLVNKPEQDSLEWTKFYGYCENIGDKRGYTIGIFGATT
GGPNDEGPDGPTLFKEFDASSGASNPSIAGGLARAGVHGSM
QGKILKISDSAKVFCDKIGSLQNNPAWRDAMWNTFYKVYIQYSVQQARQRGFSSALT
IGSFVDTALNQGATGDSGTLQGLLSRSGNSGDEKTFMTAFYAQRSKIVDTNDYNQPPN
GKNRVKQWSTLLNMGETDLKNADAAVQKVTNWEMK



Anexo II. Sequéncia de nucleotideos, com a regiao codificadora do peptideo sinal, da
ORF da Cv3931 (1083 nucleotideos)

>gb |AE016825.11:4252283-4253365 Chromobacterium violaceum ATCC 12472,
complete genome
ATGAAATACGCAGCAAAACGCCTTTCCTTCCCGTCCGCCATCCTGGCGGGACTCGCCCTCCTCGCCGCCG
CCGGTTCTGCGGCGGCCCAGGGCTCGACGGCCGGCAGCCCCGAAAGACAAACCGTTCGCCTGCCCGACTG
CGCCGCCGCGTGGAGCCCCGCCTCGCCCTATCAAGCCGGCAGCGTCGCCAGCCGCGGCGGCGTCAACTAC
ACCGCGGCCTTCTGGACCCAGGGCAATCCTCCGGAACAGGGCCAGGCCTGGCAGGCCGGCAAGCGCTGTC
GTCCGGCCGCGCAGGCCAAGGCCGCCGACCACGACGCCAACTTTCCGCCCGCGACGCTGAAATTCCTGAA
AGCCAACACCGGCCTGGACGGCGAGCAGTGGGACAACATCATGAAGCTGGTCAACAAGCCGGAGCAGGAT
TCGCTGGAGTGGACCAAGTTCTACGGCTACTGCGAGAA
CATCGGCGACAAGCGCGGATACACGATAGGCA
TCTTCGGCGCCACCACCGGTGGCCCGAACGACGAGGGCCCGGACGGTCCCACGCTGTTCAAGGAGTTCGA
CGCTTCCAGCGGCGCGAGCAATCCCTCCATCGCCGGCGGTCTGGCCCGCGCCGGCGTGCACGGCAGCATG
CAGGGCAAGATCCTGAAGATCAGCGACAGCGCCAAGGTGTTCTGCGACAAGATCGGCAGCCTGCAGAACA
ATCCCGCCTGGCGCGACGCGATGTGGAACACCTTCTACAAGGTATACATCCAATACAGCGTGCAGCAGGC
CCGCCAGCGCGGCTTCTCCAGCGCGCTGACCATAGGCTCCTTCGTCGACACCGCGCTGAACCAGGGCGCA
ACCGGCGATTCCGGCACGCTGCAGGGCCTGCTGTCCCGCTCCGGCAACAGCGGCGACGAGAARAACCTTCA
TGACCGCCTTCTACGCGCAGCGCAGCAAGATCGTCGACACCAACGACTACAATCAGCCGCCCAACGGCAA
AAACCGCGTCAAGCAATGGAGCACGCTGTTGAACATGGGCGAGACCGACTTGAAGAATGCCGACGCCGCG
GTGCAGAAAGTCACCAACTGGGAAATGAAGTAA



Anexo III. Plasmideo pET303/CT-His, vetor de expressao em Escherichia coli

Comments for pET303 CT-His
5369 nucleotides

T7 promoter: bases 20-36

T7 promoter priming site: bases 20-39

lac operator (/acO): bases 39-63

Ribosome binding site (RBS): bases 95-100

6X His Tag: bases 119-136

T7 reverse priming site: bases 186-206

T7 transcription termination region: bases 147-277
F1 origin: bases 287-742

bla promoter: bases 775-879

Ampicillin (bla) resistance gene: bases 874-1734
pBR322 origin: bases 1945-2678 (c)

ROP ORF: bases 2920-3011 (c)

fac! ORF: bases 3914-5032 (c)

(c) = complementary strand
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