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RESUMO

Chromobacterium violaceum é uma bactéria Gram-negativa, sapréfita, ndo patogénica e de
vida livre. O seqiienciamento completo do genoma dessa espécie revelou muitos genes
codificando produtos com potenciais aplicacdes em diversas dreas. Dentre esses produtos,
estdo vdrias quitinases. Quitinases, enzimas capazes de degradar a quitina, um biopolimero de
N-acetil-B-D-glucosamina bastante insolivel, sdo de grande interesse biotecnolégico, podendo
ser utilizadas para converter quitina em derivados tteis, e também para o controle de fungos e
insetos que causam danos em culturas agricolas. O presente trabalho teve como objetivo
caracterizar bioquimica, bioldgica e estruturalmente uma quitinase recombinante (CV2935),
da familia 18 das glicosideo hidrolases, de C. violaceum ATCC 12472. A ORF codificando a
proteina CV2935 foi amplificada por reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e clonada nos
vetores pET303/CT-His e pPICZaA, para expressdo em Escherichia coli e Pichia pastoris,
respectivamente. Em ambos os sistemas, a enzima foi secretada para o meio de cultura, na sua
forma soldvel e funcional, sendo purificada a homogeneidade por cromatografia de afinidade
em matriz de quitina, seguida de cromatografia de exclusdo molecular em matriz de
Superdex75. Os rendimentos da quitinase pura, expressa em E. coli e P. pastoris, foram 2,6 e
44 mg por litro de cultura, respectivamente. A quitinase produzida em ambos o0s
microorganismos mostrou atividade 6tima em pH 3,0 e foi ativa quando tratada a
temperaturas de até 60 °C. A enzima produzida em P. pastoris (45 kDa) foi N-glicosilada,
como revelado por coramento com reagente de Schiff e digestio com N-glicosidase F,
mostrando-se ligeiramente mais termoestavel do que a enzima nao glicosilada, produzida em
E. coli (43 kDa). A rCV2935 apresentou atividade hidrolitica (endoquitindsica) frente a
quitina coloidal, matriz de carapaca de caranguejo obtida comercialmente, glicol-quitina (em
gel SDS-PAGE), substratos sintéticos soltiiveis contendo p-nitrofenol, além de apresentar
pequena atividade quitosandsica. Os espectros de fluorescéncia revelaram que as proteinas
foram produzidas na sua conformac¢do enovelada. A enzima teve sua estrutura cristalogréfica
resolvida a uma resolugdo de 2. 1A e seu dominio catalitico apresentou um dobramento do tipo
barril (B/a)g (barril TIM) e residuos essenciais para catdlise conservados, caracteristicas essas,
comuns as proteinas da mesma familia. A quitinase recombinante retardou o crescimento do
fungo fitopatogénico Rhizoctonia solani, e, em bioensaios com o caruncho Callosobruchus
maculatus, a rCV2935 possivelmente interferiu com a alimentac¢do do inseto, o que acarretou
na diminui¢do do peso dos mesmos. Os estudos bioquimicos, biolégicos e estruturais da

rCV2935 poderio ser tteis para aplicacdo biotecnoldgica dessa enzima.



ABSTRACT

Chromobacterium violaceum is a Gram-negative, saprophytic, non-pathogenic and free living
bacterium. The complete sequencing of its genome has revealed many genes encoding
products of biotechnological interest. Among these products are several chitinases. Chitinases,
enzymes capable of degrading chitin, an insoluble polymer of B(1,4)-linked N-acetyl-p-D-
glucosamine (GIcNAc), are of great biotechnological interest, because they can be used to
convert chitin in useful derivatives as well as being exploited for the control of fungi and
insects that cause damages in crops. This study aimed to carry out the biochemical, biological
and structural characterization of a recombinant chitinase, belonging to family GH18, from C.
violaceum ATCC 12472. The ORF CV2935 was amplified by polymerase chain reaction
(PCR) and cloned into the vectors pET303/CT-His and pPICZaA, for expression in
Escherichia coli and Pichia pastoris, respectively. In both systems, the enzyme was secreted
into the culture medium, in its soluble and functional form, and purified to homogeneity by
affinity chromatography on a chitin matrix followed by size-exclusion chromatography on
Superdex75 matrix. The yields of pure chitinase expressed in E. coli and P. pastoris were 2.6
and 44 mg per liter of culture, respectively. The recombinant chitinase produced in both
microrganisms showed optimal activity at pH 3.0 and it was active after treated at
temperatures up to 60 °C. The enzyme produced in P. pastoris (45 kDa) was N-glycosylated
as revealed by Schiff’s reagent and digestion with N-glycosidase F. Moreover, the
glycosylated chitinase was found to be slightly more thermostable than the enzyme produced
in E. coli (43 kDa). The rCV2935 showed hydrolytic activity against colloidal chitin, crab
shell, and synthetic substrates containing p-nitrophenol. It was also able to hydrolyse glycol-
chitin in SDS-PAGE and showed low chitosanase activity. The fluorescence spectra revealed
that the proteins were produced in their folded conformation. The crystal structure of the
recombinant chitinase produced in P. pastoris was determined by X-ray crystallography at a
resolution of 2.1A. Tts catalytic domain adopts an (B/a)g triose-phosohate isomerase (TIM)
barrel fold, and the residues essential for catalysis are conserved. The recombinant chitinase
reduced the growth of the phytopathogenic fungus Rhizoctonia solani, and bioassays with
cowpea weevil Callosobruchus maculatus showed that the rCV2935 possibly interfered with
the insect feeding, which resulted in decreased weight of adults. The biochemical, biological
and structural studies of rCV2935 may be useful for biotechnological application of this

enzyme.
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1. INTRODUCAO

Muitos microorganismos possuem a habilidade de tolerar e prosperar em
ambientes desfavordveis, vivendo constantemente sob diversas condi¢cdes de estresse. Essa
competéncia reside em uma versatilidade nutricional e metabdlica que constitui uma intricada
rede de mecanismos de adaptacdo. Em outras palavras, o “cddigo” necessdrio para lidar
eficientemente com as adversidades, sejam elas bidticas ou abidticas, estd inserido no seu
genoma. Assim, genomas de microorganismos constituem uma fonte de novas biomoléculas,
que podem ter diferentes aplicacdes biotecnoldgicas, em dreas como biocontrole, biocatidlise,
biossensores, biorremediacao e biomedicina.

Chromobacterium violaceum € uma bactéria Gram-negativa de vida livre que
habita dgua e solos em dreas tropicais e subtropicais de diversos continentes (DURAN, 2010).
Com o seqiienciamento completo do genoma da estirpe ATCC 12472 de C. violaceum, vérios
mecanismos que podem estar relacionados com a sua grande capacidade de adaptacdo foram
revelados na integra. Muitas ORFs (fase de leitura aberta) codificando produtos de interesse
biotecnolégico com potenciais aplicacdes em agricultura e medicina foram encontradas, e,
dentre esses produtos, estdo vérias quitinases (VASCONCELOS et al., 2003).

Quitinases s3o enzimas capazes de hidrolisar quitina, que é um biopolimero
insoluvel de N-acetil-B-D-glucosamina, importante constituinte da parede celular de fungos,
carapaca de crustidceos, ovos de nematdides e exoesqueleto de insetos. Essas enzimas,
classificadas nas familias 18 e 19 das glicosil-hidrolases, estdo presentes em uma ampla gama
de organismos, incluindo virus, bactérias, fungos, insetos, plantas superiores e mamiferos,
desempenhando diferentes funcdoes (DAHIY A et al 2006; YANG et al., 2008).

Quitinases sdo de grande interesse biotecnoldgico, pois podem ser utilizadas para
converter biomassa contendo quitina em derivados (despolimerizados) uteis, serem
exploradas para o controle de fungos e insetos-praga de plantas, além de serem empregadas
em cuidados com a saide humana, como por exemplo, no uso de preparagdes oftalmicas com
quitinases e microbicidas (BRURBERG et al.; PATIL et al., 2000).

Atualmente, as técnicas de biologia molecular tais como clonagem e expressao de
genes, em diferentes sistemas heter6logos, permitem a produgdo de proteinas recombinantes
em larga escala. Essa abordagem facilita as andlises bioquimicas, estruturais e dos
mecanismos de agdo das proteinas, contribuindo para identificar e demonstrar o potencial

biotecnoldgico de novas moléculas.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Chromobacterium violaceum

Chromobacterium violaceum é uma B-proteobactéria Gram-negativa de vida livre,
saprofita, ndo patogénica e aerdbica facultativa, da familia Neisseriaceae. Essa é uma das
milhdes de espécies de microorganismos de vida livre que habita o solo e a d4gua em &reas
tropicais e subtropicais do mundo, sendo encontrada, por exemplo, na dgua e nas bordas do
Rio Negro, na Amazodnia. A espécie C. violaceum foi descrita pela primeira vez no fim do
século 19 por Bergonzini e Boisbaudran, de forma independente (BERGONZINI, 1881;
BOISBAUDRAN, 1882; DURAN MENCK, 2001; DURAN, 2010). No final de marco de
1880, o cientista Curzio Bergonzini (na Universidade de Modena, Itdlia) estava preparando
solucdes de ovalbumina, para estudar os mecanismos que causam o retardamento da
putrefacdo. Apds os experimentos, ele esqueceu de eliminar os controles, e no final de abril, o
mesmo observou um aspecto singular das amostras, que ele descreveu como “fantdstico”. O
pesquisador reduziu entdo o volume das solucdes por evaporagdo, obtendo uma solugdo
coberta por um filme muito denso e fino, de cor violeta. Bergonzini descreveu o
microorganismo como “uma nova espécie de bactéria colorida”’, denominando-a
Cromobacterium violaceum (com cr). Essa ortografia foi corrigida posteriormente para
Chromobacterium violaceum (com ch) por Zimmerman, ainda em 1881 (DURAN &
MENCK, 2001).

Muito raramente, C. violaceum pode atuar como um patégeno oportunista em
alguns animais e no homem, causando septicemia fatal a partir de lesdes na pele expostas a
solo ou 4gua contaminada, produzindo abscessos no figado, pancreas e pulmio (DURAN et
al., 2001). O primeiro registro de C. violaceum como patégeno foi feito por Woolley (1905),
em bufalos nas ilhas Filipinas. Em humanos, o primeiro caso de infecc¢ao por C. violaceum foi
documentado na Malasia, em 1927 (SNEATH, 1953). Desde entdo, pouco mais de 100 casos
de infec¢des em seres humanos foram relatados em todo o mundo, com uma taxa de
mortalidade de 53% (YANG; LI, 2011). No Brasil, um caso fatal de infeccdo por C.
violaceum foi documentado em 2000, em um agricultor de 30 anos do interior do Estado de
Sao Paulo (MARTINEZ et al., 2000). Em maio de 2004, trés irmaos foram infectados por C.
violaceum ap0Os exposicdo as dguas de uma lagoa no municipio de Ilhéus, Estado da Bahia,
dois deles vindo a 6bito em virtude de septicemia (SIQUEIRA et al., 2005).

A C. violaceum produz, majoritariamente, dentre outros compostos secundarios,
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um pigmento purpura, 3-[1,2-dihidro-5-(5-hidroxi-1H-indol-3-il)-2-oxo-3H-pirrol-3-ilideno]-
1,3-dihidro-2H-indol-2-ona (Figura 1), conhecido como violaceina, isolado pela primeira
vez em 1944 (STRONG, 1944). A violaceina é um derivado do indol, sendo sintetizada a
partir de L-triptofano em uma via composta por cinco enzimas (vioA, vioB, vioC, vioD e
vioE) codificadas pelo operon vicABCDE (HOSHINO 2011). Esse composto da as coldnias
de C. violaceum uma cor violeta caracteristica, apesar de existirem estirpes ndo pigmentadas,
que ndo produzem violaceina. Além disso, outras espécies de P-proteobactérias também
produzem esse pigmento, tais como Janthionobacterium lividum (PANTANELLA et al.,
2007), Pseudomonas sp. 520P1 e 710P1 (YADA et al., 2008), Pseudoalteromonas
luteoviolacea (YANG et al., 2007), Dunganella sp. (JIANG et al., 2010; ARANDA et al.,
2011), Collimonas sp. (HAKVAG et al., 2009), dentre outras. A violaceina exibe diferentes
atividades bioldgicas interessantes: atividade bactericida contra Mycobacterium tuberculosis,
Bacillus sp, Staphylococcus aureus, € Pseudomonas aeruginosa (SOUZA et al., 1999;
LICHSTEIN & VAN DE SAND, 1945; DURAN & CAMPOS, 1983; DURAN, 1990) e
atividade contra os protozodrios Trypanosoma cruzi (DURAN et al., 1994), Leishmania sp.
(LEON et al., 2001) e Plasmodium sp. (LOPES et al., 2009). Além disso, existem relatos
mostrando que a violacefna possui atividade antiviral (DURAN & MENCK, 2001) e
antitumoral (UEDA et al., 1994; MELO et al., 2000). A violaceina e outros metabdlitos
secundérios produzidos por C. violaceum provavelmente atuam como substancias de defesa

contra competidores e/ou predadores (STEPHENS, 2003).

Figura 1 — Estrutura quimica da violaceina
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A violaceina {3-[1,2-dihidro-5-(5-hidroxi-1H-indol-3-il)-2-
ox0-3H-pirrol-3-ilideno]-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona}, é
um pigmento purpura produzido pela Chromobacterium
violaceum. A estrutura foi desenhada com o programa
Accelrys Draw versdo 4.0 (disponivel no endereco
eletrdnico www.accelrys.com).
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Como a C. violaceum ocorre em ecossistemas tropicais pobres em nutrientes, é
um organismo que estd, freqiientemente, submetido a estresses ambientais, tais como alta
temperatura, exposicdo aos raios UV e acidez. Varios mecanismos que podem estar
relacionados com a notdvel capacidade de adaptacdo desta bactéria foram revelados com o
seqilienciamento completo do genoma da estirpe ATCC 12472 (VASCONCELOS et al., 2003).
Desta forma, a andlise gendmica de C. violaceum revelou caminhos alternativos para a
geracdo de energia;, um numero significativo de proteinas relacionadas ao transporte,
mobilidade celular e secrecdo; proteinas relacionadas ao metabolismo do ferro; proteinas
osmoticamente induzidas; e proteinas relacionadas a tolerincia a temperatura, acidez e
estresse a luz UV bem como a utilizagdo de quorum sensing para o controle de sistemas
induzidos. Esse perfil metabdlico e fisiolégico sustenta, portanto, a versatilidade,
competitividade e tolerancia desse microorganismo as variadas condi¢des de estresse
(GRANGEIRO et al., 2004; HUNGRIA et al., 2004 ; BARRETO et al., 2008).

C. violaceum € resistente a uma ampla gama de antibidticos (ampicilina,
penicilina, rifampicina, eritromicina e vancomicina) € mostrou-se também resistente ao
brometo de etidio em concentragdes superiores a 50 pug/ml. A presenca de genes de resisténcia
no genoma de C. violaceum pode explicar a capacidade de sobrevivéncia dessa bactéria na
presenca de antibidticos e pode representar um desafio ao tratamento de eventuais infeccdes
(GOMES DE OLIVEIRA et al., 2009).

Além do operon responsavel pela sintese do pigmento violaceina, muitas outras
ORFs codificando produtos de interesse biotecnolégico, com potenciais aplicagdes em
medicina e agricultura, foram identificadas no genoma de C. violaceum ATCC 12472. Dentre
esses produtos, estdo vdrias quitinases que sdao potenciais agentes de biocontrole contra
insetos, fungos e nematdides. Nesse contexto, identificou-se também um gene cujo produto
possui similaridade com uma proteina nematicida de Xenorhabdus bovienii e com proteinas
inseticidas de Photorhabdus Iluminescens, dois microrganismos que t€m propriedades
inseticidas ja comprovadas experimentalmente (BOWEN, 1995; BOWEN et al., 1998). A
identificacdo de ORFs de C. violaceum que apresentam similaridade com proteinas inseticidas
de Xenorhabdus spp. € Photorhabdus luminescens pode ser um indicativo do potencial dessa
bactéria no controle de insetos (VASCONCELOS et al., 2003).

ORFs codificando para quitinases extracelulares t€ém sido reportadas sobre
controle quorum-sensing. Essas ORFs provavelmente sdo responsaveis pela capacidade da C.
violaceum de degradar tanto quitina coloidal como quitina cristalina, em culturas mantidas em

laboratdrio, como dnica fonte de carbono e nitrogénio (STREICHBIER, 1983).
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2.2 Quitina

Em 1799, A. Hachett, um cientista ingl€s, descobriu um “material resistente aos
agentes quimicos habituais”. Em seguida, em 1811, Henri Braconnot, um professor francés de
Histéria Natural, nomeou esse material de fungina. Alguns anos depois, um pesquisador
chamado Lassaigne demonstrou a presenca de nitrogénio nessa substancia e, finalmente, em
1823, Odier encontrou o mesmo material em insetos, nomeando-o de quitina (KHOUSHAB;
YAMABHALI, 2010).

A quitina € um biopolimero insolidvel, linear e ndo ramificado de N-acetil-B-D-
glucosamina (2-acetamido-2-desoxi-B-D-glucopiranose; GIcNAc), com os residuos de
GIcNAc unidos por ligagdes O-glicosidicas P-(1,4) [nomenclatura TUPAC: (1—4)-2-
acetamido-2-desoxi-B-D-glucano]. Na cadeia de poli-GlcNAc, cada residuo de monosacarideo
sofre uma rotacdo de 180° em relacdo ao residuo adjacente, que € a conformacao mais estavel
que resulta em virtude da liberdade de rotacdo em torno dos angulos de diedro da ligacdo
glicosidica, definidos como ¢ (05;-C1;-0441-C3i41) € v (C1;-04441-C441-C3541). Desta forma,
o dissacarideo N,N'-diacetilquitobiose [N-acetil-B-D-glucosaminil-(1—4)-N-acetil-p-D-
glucosamina] pode ser considerado a unidade estrutural basica da quitina (Figura 2). Esse
polissacarideo € um importante constituinte estrutural da parede celular de muitos fungos e de
algumas algas, do exoesqueleto de insetos, da carapaga de crustidceos, das conchas de
moluscos e dos ovos de nematdides. Quitina também ocorre na matriz peritréfica, uma
camada de quitina e glicoproteinas que reveste o intestino da maioria dos invertebrados
(LEHANE et al., 1997; HEGEDUS et al., 2009). Depois da celulose, a quitina é o segundo
polissacarideo mais abundante na natureza (LEE et al.,2007; YANG et al., 2008).

As cadeias lineares de poli-GlcNAc da quitina se agrupam formando hélices,
constituindo as microfibrilas, que sdo estabilizadas por pontes de hidrogénio entre os
grupamentos amina e carbonila. Dessa forma, a quitina pode ser classificada em trés
diferentes formas cristalinas: o, B e y. Na forma o, as microfibrilas estdo dispostas em
orientagdo antiparalela, enquanto que na forma 3, as microfibrilas sdo orientadas em paralelo.
Ja a forma y possui uma formacdo mista de microfibrilas em orientagdes antiparalelas e
paralelas. Esses trés tipos de quitina diferem principalmente no grau de hidratagdo, no
tamanho da célula unitdria e no nimero de cadeias de quitina por célula unitdria (SIKORSKI
et al., 2009; NISHIYAMA et al., 2011).

Quitina é biocompativel, biodegradédvel e bio-absorvivel, com capacidades anti-

bacteriana e cicatrizante de feridas, além de baixa imunogenicidade. Por esses motivos,
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existem na literatura vérios relatos sobre suas aplicacdes biomédicas e em diversos outros
campos, tais como  tecnologia de  alimentos, ciéncia dos = materiais,
microbiologia, agricultura, tratamento de aguas residuais, molécula adequada para carrear
medicamentos, engenharia de tecidos e bionanotecnologia (KHOUSHAB; YAMABHALI,
2010).

Figura 2 — Estrutura da N,N'-diacetilquitobiose [N-acetil-f-D-glucosaminil-(1—4)-N-acetil-B-D-glucosamina],
na qual a orienta¢@o relativa dos monossacarideos € definida pelos valores dos angulos diedros ¢ (05;-C1;-04 ;-
C3i41) e v (C1;-044,,-C44,1-C341), que definem a conformacio da ligacao glicosidica
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(A). Esse dissacarideo € a unidade estrutural bdsica da quitina (B). As estruturas foram desenhadas com o
programa Accelrys Draw versdo 4.0 (disponivel no enderego eletrdnico www.accelrys.com)

2.3 Glicosideo hidrolases e quitinases

Quitinases (EC 3.2.1.14) s@o glicosideo hidrolases que clivam as ligacoes
covalentes B-1,4 entre os residuos de GIcNAc das cadeias que formam a quitina [nome

sistemdtico: (1—4)-2-acetamido-2-desoxi-B-D-glucano glucanohidrolase]. Essas enzimas
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estdo presentes em uma ampla gama de organismos, incluindo virus, bactérias, fungos,
insetos, plantas superiores e mamiferos. A presenca de diferentes quitinases em um mesmo
organismo tem sido freqiientemente reportada. A transferéncia lateral de genes, duplicacao de
genes e modificagdes pds-traducionais colaboram para isso. O funcionamento dessas vérias
quitinases em conjunto, em um mesmo organismo, favorece para uma maior eficiéncia da
digestdo das diferentes formas nas quais a quitina estd presente no meio ambiente.

Glicosideo hidrolases (GHs), também conhecidas como glicosil hidrolases,
carboidrases ou glicosidases (EC 3.2.1.-), constituem um grupo diverso de enzimas
amplamente distribuidas na natureza, e que sdo capazes de catalisar a hidrélise de ligacOes
glicosidicas entre dois ou mais agtcares ou entre um agucar e outro composto de natureza
distinta. No dltimo caso, a hidrdlise leva a formagao de um agicar hemiacetal ou hemicetal e
da aglicona livre correspondente. Henrissat (1991) agrupou inicialmente as GHs em familias,
de acordo com similaridades nas estruturas primdrias dos seus dominios cataliticos. Nesse
trabalho, 301 sequéncias de glicosidases e enzimas relacionadas foram classificadas em 35
familias. Nas ultimas duas décadas, o nimero de sequéncias protéicas de GHs, oriundas de
diferentes organismos, principalmente com o advento das técnicas de sequenciamento de
genomas em larga escala, aumentou cerca de 100 vezes (NAUMOFEF, 2011). Uma parte
considerdvel dessas novas sequéncias pertence as familias previamente conhecidas, enquanto
que o restante constitui novas familias de GHs (HENRISSAT; BAIROCH, 1993; 1996;
HENRISSAT; DEVIES, 1997; HIMMEL et al., 1997). Atualmente, existem 125 familias de
GHs (GH1-GH130), como listadas no banco de dados CAZy (Carbohydrate-active enzymes
database; http://www.cazy.org; CANTAREL et al., 2009). Cinco familias (GH21, GHA40,
GH41, GH60 e GH69) foram eliminadas, pois investigacdes mais detalhadas mostraram que
as enzimas dessas familias ndo possuiam atividade glicosiddsica (HENRISSAT, 1998).

Todas as quitinases cujas estruturas primdrias sdo conhecidas até o momento sdao
classificadas em duas dessas 125 familias validas de GHs, GH18 e GH19. A familia GH18
contém quitinases de arquéias, bactérias, fungos, virus, animais e plantas (classes III e V).
Essa familia também inclui endo-B-N-acetilglucosaminidases (EC 3.2.1.96) e outras proteinas
(por exemplo: inibidores de xilanase, concanavalina B e narbonina), essas ultimas sendo
quitinases inativas (ndo cataliticas) devido a mutagdes em residuos do sitio ativo (HENNIG et
al., 1995; PAYAN et al., 2003; DURAND et al., 2005). Esses membros de GH18 sem
atividade catalitica sdo também chamados de quitolectinas (ZAHEER-UL-HAQ et al., 2007).
Ja a familia GH19 contém lisozimas (EC 3.2.1.17) e quitinases de plantas (classes 1, I e 1V),

de nematddeos e algumas quitinases bacterianas, como de Streptomyces griseus e Vibrio sp.,
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recentemente identificadas. Atualmente, a ocorréncia de quitinases da familia GH19 em
spécies de Streptomyces e outros géneros da classe Actinobacteria € um aspecto bem
estabelecido (WATANABE et al., 1999; KAWASE et al., 2004). Além de Actinobacteria, as
bactérias verdes nao sulfurosas (filo Chloroflexi) e as bactérias purpuras (filo Proteobacteria)
sd0 os Unicos grupos de Bacteria que possuem quitinases GH19 (UDAYA PRAKASH et al.,
2010), o que revela uma distribui¢cdo mais restrita dessas quitinases em relacdo aquelas da
familia GH18. Dados recentes indicam atividade quitindsica presente também em proteinas
das familias GH20 e GH48. As N-acetil-B-D-glucosaminidases, como aquelas encontradas na
familia GH20, também podem participar na degradac¢do da quitina por liberar um residuo de
GIcNAc a partir da extremidade nao redutora de quitooligossacarideos (FUNKHOUSER;
ARONSON JR, 2007).

E provével que as quitinases das familias GH18 ¢ GH19 tenham evoluido de
ancestrais diferentes, pois além de ndo compartilharem similaridade em suas seqiiéncias de
aminodcidos, possuem estruturas tridimensionais € mecanismos enzimaticos completamente
diferentes. Assim, os dominios cataliticos de quitinases da familia GH18 possuem uma
estrutura tridimensional caracterizada por um barril (B/a)s, ou barril TIM (triose fosfato
isomerase) (BANNER et al., 1975), enquanto que aqueles de quitinases da familia GH19 tém
um elevado conteido de a-hélices e uma estrutura semelhante aquelas encontradas em
quitosanases e lisozimas (CHUANG et al., 2008).

Quando uma quitinase hidroliza uma ligacdo B-1,4 a GIcNAc reduzida até o fim
contém um carbono assimétrico, e existe como dois estereisdmeros diferentes: configuracdo a
ou B. Em oligbmeros de quitina, a configuragdo B é normalmente dominante. Quitinases da
familia GH19, como a quitinase de classe I de feijao (32 kDa), invertem a configuracdo
anomérica do residuo de GIcNAc hidrolisado. Quitinases da familia GH18, por sua vez, tal
como a quitinase de classe III do pepino (27 kDa), mantém a configuracdo do residuo de
GIcNACc hidrolisado (PERRAKIS et al., 1994; OHNO et al., 1996; COHEN-KUPIEC; CHET,
1998; LEE et al., 2007; AAM et al., 2010). O mecanismo de hidrélise estd ilustrado na Figura
3.

Com base na similaridade da seqiiéncia de aminodcidos de quitinases oriundas de
diferentes organismos, cinco classes de quitinases tém sido propostas, dentro das duas
familias GH18 e GH19. Quitinases das classes I, I e IV sdo de origem vegetal e compdem a
familia 19 das glicosil hidrolases. Essas quitinases compartilham um dominio catalitico

homologo, além do peptideo sinal encontrado em todas elas. Quitinases de classe I consistem
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Figura 3 — Mecanismo de hidrdlise das quitinases
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(A) Mecanismo de hidrdlise por duplo deslocamento proposto para quitinases da familia GH18. A protonacdo de
um residuo de GIcNAc leva a formacdo de um intermedidrio, que pode ser hidrolisado para formar um produto
com a retencdo da configuragdo anomérica. (B) Mecanismo de hidrélise por deslocamento tnico, proposto para
as quitinases da familia GH19. Dois residuos de aminoécidos sdo requeridos no sitio ativo e a hidrélise resulta na
inversdo do carbono anomérico do produto. As estruturas foram desenhadas com o programa Accelrys Draw
versdo 4.0 (disponivel no endereco eletronico www.accelrys.com).

de um dominio amino-terminal rico em cisteinas ligado ao dominio catalitico por uma regiao
curta rica em glicina/prolina. O dominio rico em cisteina € importante para a ligac@o a quitina,
mas ndo para a atividade catalitica. A maioria das quitinases de classe I possui um peptideo

sinal na regido carboxi-terminal que € essencial para o direcionamento para o vactolo da
célula vegetal. Ja quitinases de classe II, encontradas principalmente em dicotiledoneas,
caracterizam-se pela auséncia do dominio rico em cisteinas e do peptideo sinal, indicando que
essas quitinases ndo se ligam a quitina e sdo secretadas para o apoplasto. Quitinases de classe
IV, também encontradas majoritariamente em dicotiledoneas, compreendem um grupo de
quitinases extracelulares que compartilham uma identidade de seqiiéncia de 41-47% com
quitinases de classe I no dominio catalitico e também contém regides ricas em cisteinas,
quitina assemelhando-se dominios de ligacdo, no entanto, quitinases classe IV sdo menores

devido a dele¢cdes em ambos os dominios. Quitinases da classe IIl sdo principalmente de
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plantas e fungos e juntamente com as quitinases de classe V formam a familia glicosil
hidrolases 18. A classe V é principalmente composta de quitinases bacterianas, entretanto,
duas proteinas de classe V com a atividade endoquitindsica, assemelhando-se a quitinases
bacterianas, foram isoladas de tabaco (COHEN-KUPIEC; CHET, 1998).

De acordo com a nomenclatura sugerida por Sahai e Manocha (1993) as enzimas
quitinoliticas sdo divididas em trés tipos principais. Endoquitinases sdo definidas como
enzimas que catalisam a hidrélise randomica de liga¢des B-1,4 de GIcNAc em sitios internos
ao longo de todo o comprimento das microfibrilas de quitina. Os produtos da reacdo sao
multimeros soliveis de GIcNAc, de baixa massa molecular, como quitotetraose, quitotriose e
diacetilquitobiose. Exoquitinases, também chamadas “quitobiosidades” ou quitina-1,4-p3-
quitobiosidases, catalisam a liberagdao progressiva de unidades de diacetilquitobiose em um
passo como o unico produto de cadeias de quitina, de forma que monossacarideos nem
oligossacarideos sdo formados. O terceiro tipo € N-acetil-B-1,4-p-glucosaminidase, uma
enzima quitinolitica que também atua em cortes de extremidades em diacetilquitobiose e
muitos andlogos de quitina, incluindo quitotriose e quitotetraose, resultando em mondmeros
de GIcNAc. Essa defini¢dao inclui, inerentemente, a atividade da quitobiase que hidrolisa
especificamente diacetilquitobiose, formando mondmeros de GIcNAc (CHERNIN et al.,
1998; KHOUSHAB; YAMABHALI 2010).

O catabolismo de quitina tipicamente ocorre em duas etapas envolvendo uma
clivagem inicial de um polimero de quitina por endoquitinases ou exoquitinases em
oligossacarideos de quitina, e por udltimo, ocorre a clivagem em mondmeros de B-N-
acetilglucosamina por quitobiase (DRABORG et al., 1996; WATANABE et al., 1999 apud
YANG et al., 2008).

Atividade quitindsica é freqiientemente analisada por medi¢do de viscosidade,
ensaios radioquimicos, ensaios fluorogénicos, ou atividade em gel SDS-PAGE (zimograma).
Entre esses alguns sdo mais sensiveis que outros, mais complexos ou demorados. A escolha
serd de acordo com o propésito do trabalho (ZOU; NONOGAKI; WELBAUM, 2002).

Diferentes organismos produzem uma grande variedade de enzimas hidroliticas
que apresentam diferentes especificidades de substrato e outras propriedades uteis para vérias
funcdes. Em bactérias, as quitinases desempenham um papel na nutricdo e parasitismo,
considerando que, em fungos, protozodrios e invertebrados, elas também estdo envolvidas na
morfogénese. As quitinases dos fungos, por exemplo, estdo envolvidas no crescimento e
ramificacdo apical normal das hifas. Entre os insetos, as quitinases sdo necessdrias para

digerir a quitina presente no exoesqueleto durante o processo de muda. Quitinases estdo
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também envolvidas no mecanismo de defesa de plantas e animais vertebrados. Os
baculovirus, que sdo utilizados para o controle biolégico de pragas e insetos, também
produzem quitinases para a patogénese. Atividade quitindsica no soro humano foi
recentemente descrita e o possivel papel sugerido seria uma forma de defesa contra fungos
patogénicos (ALAM, 1995; PATIL et al., 2000).

Atualmente, o interesse por quitinases € crescente, para diferentes aplicacdes
biotecnoldgicas, devido a sua capacidade de degradar quitina presente na parede celular de
fungos e exoesqueleto de insetos, levando seu uso como agentes fungicida e inseticida. Além
disso, outra aplicacdo interessante de quitinases € para a bioconversdo de quitina, um
biomaterial barato, em produtos farmacolégicos ativos, ou seja, N-acetilglucosamina e quito-
oligossacarideos. A producdo de derivados de quitina com enzimas adequadas é mais
apropriada tendo em vista que a separagao € mais facil e mais barata, além da poluicdo
ambiental resultado do uso de reagdes quimicas. Outras aplicacdes interessantes incluem a
preparacdo de protoplastos de fungos filamentosos e biocontrole de insetos. Assim, tem
havido muitos relatos sobre a expressdo, clonagem e caracterizacdo de quitinases de varios
organismos, incluindo bactérias, fungos plantas e animais (KHOUSHAB; YAMABHALI,
2010).

O sucesso na utilizacdo de quitinases para diferentes aplicagdes depende do
fornecimento de preparacdoes altamente ativas a um custo razodvel. A maioria dos
fornecedores usa tanto a biodiversidade microbiana natural como também estirpes
microbianas para produg¢do de quitinases geneticamente engenheiradas para obtencdo de
preparacdes eficiente. A compreensdo da bioquimica de enzimas quitinoliticas ird torna-las

mais util em uma variedade de processos em um futuro préoximo (PATIL et al., 2000).

2.4 Quitinases bacterianas

A capacidade de degradar quitina é encontrada entre varios grupos taxondmicos
de procariontes, incluindo as bactérias, os vibrides, Photobacterium spp., bactérias entéricas,
actinomicetos, bacilos, clostridios, e archaeca (COTTRELL et al., 1999). Em bactérias Gram-
negativas, atividade quitinolitica tem sido descrita para estirpes dos géneros Aeromonas,
Alteromonas, Enterobacter, Pseudomonas, Serratia, Ewingella e Vibrio, para citar alguns
(ALAM et al., 1995; BURBEG et al., 1996; SHIRO et al., 1992; GLEAVE et al., 1995).

Um elevado niimero de genes que codificam quitinases tem sido identificado de

fontes bacterianas, como por exemplo, de Bacillus circulans, Serratia marcescens,
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Streptomyces plicatus, Streptomycetes lividans, Streptomyces thermoviolaceus e Streptomyces
coelicolor. Em particular, estreptomicetos ja sdo bem conhecidos por serem decompositores
de quitina no solo e possuir multiplos genes que codificam diferentes quitinases com
caracteristicas enzimaticas variadas (NAZARI et al., 2011).

A quitina é um elemento constituinte do exoesqueleto de zooplancton, de larvas
de invertebrados, da parede celular de algumas cloroficeas e do material extracelular de
algumas diatomdceas (COTTRELL et al., 1999). Somente na biosfera aqudtica, estima-se que
mais de 10" toneladas de quitina sdo produzidas por ano pelo zooplancton, em processos de
muda e senescéncia. Se essa quantidade enorme de carbono e nitrogénio insolivel nio fosse
convertida para material biologicamente util, os oceanos estariam esgotados destes elementos
em questdo de décadas. Na verdade, os sedimentos marinhos contém apenas vestigios de
quitina, e a reciclagem do grande volume desse polissacarideo € atribuida principalmente as
bactérias marinhas (KEYHANI; ROSEMAN, 1999).

Atualmente, estd bem estabelecido que as quitinases bacterianas desempenham
papéis importantes na ciclagem de quitina, especialmente no ambiente marinho. Porém,
quitinases bacterianas também podem contribuir para infeccdes humanas e animais como ja
relatado para Legionella pneumophila, onde uma quitinase secretada promove a infec¢do
bacteriana no pulmido de camundongos. Além disso, estudos mostram que, no caso de
Salmonella S1L1344, a expressdo de uma quitinase da familia GH18 € fortemente aumentada
durante a infec¢@o de células de macréfagos de camundongo murino (LARSEN, et al., 2011).

Quitinases de bactérias podem pertencer as classes GH18 e GH19 e geralmente
sdo proteinas modulares, consistindo de multiplos dominios funcionais, como dominio de
ligacdo a quitina e dominio de fibronectina tipo III, associados ao dominio catalitico (LEE et
al., 2007).

Além disso, as quitinases bacterianas sdo separadas em trés grandes subfamilias:
A, B e C, com base na seqiiéncia de aminodcidos de cada um dos dominios cataliticos
(WATANABE et al. 1993). H4 um dominio de insercdo nas quitinases da subfamilia A entre a
fita sete e fita 8 da estrutura de barril (B/a)s, que € ausente nas subfamilias B e C. A estrutura
tridimensional (3D) conhecida de trés quitinases bacterianas da familia GHIS8, todas
pertencentes a subfamilia A, sd@o quitinase A (Chia) e quitinase B (ChiB) de Serratia
marcescens QMB1466 e quitinase Al (ChiAl) de Bacillus circulans WL-12. Chia de S.
marcescens compreende trés dominios: um dominio N-terminal, um dominio barril (B/a)g
catalitico e um pequeno dominio de a-hélice + folhas  inserido dentro do dominio barril

(B/a)s. Um dominio de ligacdo a quitina na regido C-terminal, além do dominio barril (B/a)s
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catalitico, estd presente na quitinase ChiB de Serratia. Por outro lado, ChiA1 de B. circulans é
composta por um dominio catalitico, dois dominios de fibronectina tipo III e dominio de
ligacdo a quitina no C-terminal. A estrutura 3D do dominio catalitico da ChiAl de B.
circulans € semelhante ao da ChiA de Serratia. Dois pequenos dominios de inserc¢do situados
na parte superior do barril (B/a)s da ChiAl de B. circulans oferece uma profunda fenda para
ligacdo do substrato. Ja a quitinase C (Chic) de Streptomyces griseus HUT6037 foi a primeira
quitinase da familia GH19 que ndo é de planta e cuja estrutura 3D foi determinada. E
composta de um dominio de ligagc@o a quitina na regiao N-terminal e um dominio catalitico C-
terminal, sendo os dois dominios conectados por um peptideo linker composto por 10
residuos (CHUANG et al., 2008).

Sabe-se que as bactérias produzem quitinases com a funcao principal de degradar
quitina e usar esse polissacarideo abundante na natureza como fonte de carbono. Porém,
encontra-se na literatura trabalhos mostrando que quitinases de algumas bactérias possuem
elevada atividade anti-fingica (WATANABE et al., 1999; FUKAMIZO, 2000; WANG et al.,
2002; JUNG et al., 2003; KAWASE et al., 2006; MEHMOOD et al., 2009; VELUSAMY;
KIM, 2011), o que torna os genes que as codificam potenciais alternativas para a protecao de

plantas.

2.5 Expressao Heter6loga de proteinas

A expressao de proteinas heter6logas em microorganismos usando a tecnologia do
DNA recombinante é uma ferramenta essencial no desenvolvimento e exploragdo da
biotecnologia moderna. Uma variedade de sistemas de expressdo designados para diversas
aplicacdes estdo disponiveis. Para a escolha do sistema de expressao ideal, devem ser levados
em conta a produtividade, a bioatividade, o propdsito e as caracteristicas fisico-quimicas da

proteina de interesse, além do custo e seguranca do proprio sistema (YIN et al., 2007).

2.5.1. Escherichia coli

Escherichia coli tem sido bastante usada como hospedeiro celular para a
expressdo de proteinas heter6logas, por ser um organismo geneticamente bem conhecido,
devido a sua alta taxa de crescimento, capacidade de fermentacdo continua e relativo baixo
custo (SORENSEN; MORTENSEN, 2005). Como um sistema procaridtico de expressao, E.

coli pode ndo realizar modificagdes pds-traducionais, como por exemplo glicosilagdo,
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acilacdo, fosforilacdo e formacgdo de pontes dissulfeto, que muitas vezes sdo requeridas para o
dobramento correto das estruturas secunddrias, tercidria e quaterndrias e para as caracteristicas
funcionais da proteina de interesse (YIN et. al., 2007).

As proteinas podem ser expressas em E. coli de diferentes maneiras: secretadas
para o meio extracelular ou para o espago periplasmdtico, ou produzidas intracelularmente,
de forma soldvel ou formando os corpos de inclusdo, que resultam de uma falha do sistema de
reparo ou remocao de proteinas desenoveladas ou enoveladas incorretamente (SCHUMANN
et al., 2004).

A alta concentracdo de proteases no ambiente intracelular pode também interferir
nas caracteristicas do produto final, dificultando a expressdo de proteinas bioativas em E. coli.
Estirpes de expressao devem ser deficientes em proteases naturalmente nocivas, para manter a
expressao estdvel do plasmidio e conferir os elementos genéticos relevantes para o sistema de
expressdo. Cepas vantajosas estdo disponiveis para um ndmero variado de aplicagdes. E. coli
BL21 € o hospedeiro mais comum e tem se mostrado excelente para sistemas de expressao de
proteinas recombinantes. BL21 é um derivado da E. coli estirpe B, capaz de crescer
vigorosamente em meios minimos, € ndo € patogé€nica. Além disso, foi geneticamente
engenherada para ser deficiente em ompT e lon, duas proteases que poderiam interferir com a
proteina recombinante (SORENSEN; MORTENSEN, 2005).

A expressao em altos niveis de proteinas heterélogas em E. coli pode resultar na
producdo de grande quantidade de proteina dobrada de forma incorreta, gerando agregados de
proteina inativa conhecidos como corpos de inclusdao. Enquanto o agregado de proteina pode
ser facil para purificar, obter a proteina ativa de corpos de inclusdo normalmente requer etapas
de reenovelamento, que nem sempre garantem um produto biologicamente ativo. Pode-se
afirmar que essa formacao de corpos de inclusd@o em sistemas de expressdo recombinantes €
resultado de um desequilibrio entre a agregacdo e solubilizacdo de proteinas in vivo. Dessa
forma, essa agregacdo pode ser minimizada através do controle de parametros como
temperatura de cultivo, taxa de expressao, metabolismo do hospedeiro, engenharia da proteina
de interesse, tecnologia de proteinas de fusdo e pela co-expressao de chaperonas codificadas
em plasmidios (JONASSON et al., 2002).

A expressao de proteinas heter6logas em E. coli é largamente empregada com o
prop6sito do baixo custo e conveniéncia. Muitas proteinas podem agora ser produzidas

rotineiramente com rendimento na escala de grama/litro (GEORGIOU; SEGATORI, 2005).

2.5.2 Pichia pastoris
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A levedura metilotréfica Pichia pastoris pode ser geneticamente modificada com
a finalidade de expressar proteinas tanto para pesquisa bédsica como para uso industrial. Mais
de 400 proteinas, de endostatina humana a proteina da seda de aranha, tem sido produzidas
por essa levedura (CEREGHINO et al., 2002).

Pichia pastoris tem se tornado um sistema para expressao heter6loga de genes de
grande sucesso. Vdrios fatores tém contribuido para a sua rdpida aceitagdo, dentre os mais
importantes se incluem: um promotor derivado do gene da élcool oxidase I (AOXI) de P.
pastoris que ¢ adequado para a expressao controlada de genes; a semelhanca das técnicas
necessdrias para a manipulagdo genética molecular de P. pastoris com as de Saccharomyces
cerevisiae, um dos sistemas experimentais mais bem caracterizados na biologia moderna e a
grande preferéncia da P. pastoris para crescimento respiratdrio, uma caracteristica fisioldgica
chave que facilita muito o seu cultivo em altas densidades celulares em relagdo a leveduras
fermentadoras (CREGG et al., 2000; CEREGHINO et al., 2002).

Como € uma levedura, P. pastoris € um microorganismo unicelular de facil
manipulacdo e cultivo. No entanto, € também um eucarionte e capaz de executar muitas das
modificagdes pés-traducionais executadas por células eucaridticas, tais como processamento
proteolitico, dobramento, formacdo de pontes dissulfeto e glicosilagdo. Dessa forma, muitas
proteinas que sdo produzidas como corpos de inclusdo inativos em sistemas bacterianos sao
expressas como moléculas biologicamente ativas em P. pastoris. O sistema P. pastoris
também ¢é geralmente considerado como sendo mais rdpido, mais facil e mais barato do que
sistemas de expressdo derivados de eucariontes superiores, tais como células de insetos e de
mamiferos e, normalmente, resulta em niveis mais altos de expressao (CREGG et al., 2000).

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

et al., 1992).

2.6 Expressao de quitinases bacterianas em sistemas heterélogos

Quitinases expressas em sistemas heter6logos podem conferir maior resisténcia

contra patégenos que contém quitina, ou até mesmo ajudar na reciclagem de quitina em
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ambientes ricos desse polissacarideo. A fim de conseguir atingir essas metas, sdo necessdrias
mais informacdes sobre quitinases oriundas de varias fontes, dos seus elementos reguladores e
proteinas reguladoras que influenciam a expressdo de quitinases (COHEN-KUPIEC; CHET,
1998).

A expressdo e purificacdo de quitinases bacterianas recombinantes t€ém sido
relatadas com sucesso (JANG et al.,, 2005; LAN et al., 2006; YONG et al., 2006;
KADOKURA, et al., 2007; PARK, et al., 2008; YANG, et al., 2008; CHO et al., 2011).
Quitinases bacterianas t€m recebido grande atencdo devido a sua potencial aplicagdo no
controle biolégico de pragas e fungos fitopatogénicos, bem como na bioconversdao de restos
de quitina (YONG et al., 2006).

A bactéria Streptomyces coelicolor A3(2) possui 13 genes que codificam 11
quitinases da familia GH18 e duas que pertencem a familia GH19. Para comparar as
propriedades enzimdticas das quitinases das familias 18 e 19 produzidas por essa mesma
bactéria, quatro quitinases (Chil8bA, Chil8aC, Chil8aD, e Chil9F), cujos genes sdo
expressos em niveis elevados em presenga de quitina, foram produzidas em Escherichia coli e
purificadas. Observou-se que o efeito do pH na atividade hidrolitica era muito diferente, nao
sO entre as quatro quitinases, mas também entre os substratos. A atividade hidrolitica da
Chil9F, quitinase da familia 19, contra substratos soliveis era extremamente alta, em
comparacao com as trés da familia 18 quitinases, mas foi a menor contra substratos cristalinos
entre as quatro quitinases. Pelo contrario, Chil8aC, uma quitinase da familia 18, sub-familia
A, mostrou maior atividade contra substratos cristalinos. Apenas Chil9F exibiu atividade
antifungica significativa (KAWASE et al., 2006).

Okay e colaboradores (2008) clonaram e expressaram um gene que codifica uma
quitinase de Serratia marcescens em uma estirpe de Bacillus thuringiensis que infecta
coledpteros. Observou-se que a quitinase de S. marcescens foi expressa, de forma heteréloga,
em niveis ainda mais elevados do que quando produzida pelo organismo de origem, e o
plasmidio recombinante foi estavel por 240 geragdes. Assim sendo, os autores concluiram que
0 Bacillus thuringiensis co-expressando uma proteina Cry e a quitinase de S. marcescens
oferece uma alternativa vidvel ao uso de micrébios/enzimas quitinoliticas em combinagdo
com bactérias entamopatdgenicas para um aumento na poténcia bioinseticida devida interacdo
sinérgica entre eles.

Segundo Yang e colaboradores (2008), a quitinase de Bacillus subtilis expressa
em E. coli exibiu elevada e estdvel atividade quitindsica em quitina coloidal e inibiu o

crescimento do fitopatégeno Rhizoctonia solani.
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O gene que codifica um quitinase de Serratia proteamaculans 18A1 foi clonado,
seqiienciado e expresso em Escherichia coli M15 por Mehmood e colaboradores (2009) e a
enzima recombinante purificada foi ativa em uma ampla faixa de pH (pH 4.5 a 9) e
temperatura (4 a 70 °C), com um pico de atividade em pH 5,5 e 55 °C, e além disso, mostrou
atividade inibitéria na germinacdo dos esporos e crescimento das hifas dos fungos
fitopatogénicos Fusarium oxysporum e Aspergillus niger.

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

Recentemente, Lobo (2009) relatou a expressio em E. coli da ORF para a
quitinase CV2935 de C. violaceum. Nesse trabalho, a proteina recombinante foi secretada
para o meio extracelular ap6s 24 horas de cultivo a 37 °C, com massa molecular aparente de
43 kDa, e foi parcialmente purificada por meio de cromatografia de afinidade em matriz de

quitina. Além disso, a enzima apresentou elevada atividade quitindsica contra quitina coloidal.
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3. HIPOTESE

Tendo em vista que, embora raramente, C. violaceum possa atuar como um
patégeno oportunista no homem, causando septicemia fatal a partir de lesdes na pele expostas
a material contaminado, para a caracterizacdo da quitinase CV2935, bem como para a
avaliacdo do biotecnoldgico dessa proteina, a produ¢do em larga escala da mesma em
sistemas heter6logos de expressdo se faz necessdria. Desta forma, essa dissertacdo foi

desenvolvida com o propdsito de testar as seguintes hipdteses:

1 - A quitinase CV2935 de C. violaceum pode ser produzida com sucesso em dois

sistemas heterélogos de expressdo: Escherichia coli e Pichia pastoris;

2 - A enzima recombinante poderd ser purificada a partir do meio de cultura,

apresentar-se funcional, o que permite sua caracteriza¢ao bioquimica, bioldgica e estrutural;

4- A quitinase recombinante é uma enzima adequada para aplica¢cdo na conversao

de restos de quitina em produtos uteis;

3 - A rCV2935 ¢é ativa contra fungos e insetos pragas de plantas, podendo

constituir uma ferramenta biotecnoldgica para o biocontrole dos mesmos.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Clonar e expressar em E. coli e P. pastoris a quitinase codificada pela ORF
CV2935 de C. violaceum, bem como, purificar e realizar a caracterizacdo bioquimica,

bioldgica e estrutural da proteina recombinante.

4.2 Objetivos especificos

- Clonar a sequéncia codificadora da quitinase CV2935 de C. violaceum em
vetores adequados para os dois sistemas heter6logos: E. coli e P. pastoris;

- Expressar, na forma soltvel, e purificar a proteina recombinante obtida nos dois
sistemas;

- Realizar a caracterizagio bioquimica, analisando as condi¢des timas para sua
atividade enzimdtica, bem como, avaliar a sua capacidade de hidrdlise frente a diferentes
substratos;

- Realizar a caracterizacdo estrutural, resolvendo a estrutura cristalogréfica e
construir um modelo 3D da proteina;

- Avaliar os efeitos da proteina recombinante sobre bactérias, levedura, fungos

fitopatogénicos e insetos por meio de ensaios bioldgicos.
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5. MATERIAIS

5.1 Cepas (Bactérias e Leveduras)

Escherichia coli TOPIOF' (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) foi usada nos
experimentos de clonagem. Apds a subclonagem, a expressdo da proteina recombinante foi
conduzida em Escherichia coli BL21(DE3) (Stratagene, Texas, USA) e Pichia pastoris
KM71H (Invitrogen).

5.2 Enzimas

As enzimas de restri¢do EcoRI (10 U/uL), Sacl (10 U/uL), Xhol (10 U/uL) e Xbal (10
U/uL), acompanhadas dos seus respectivos tampdes de reacdo, foram obtidas da Fermentas
(Burlington, Ontario, Canadd). T4 DNA ligase ¢ Go Tag DNA Polimerase foram adquiridas
da Promega (Madison, WI, USA), também acompanhadas de seus tampodes de reacdo
apropriados. A DNA Polimerase Phusion, de alta fidelidade, juntamente com seus tampoes,

foi adquirida da Finzymes (Vantaa, Finlandia).

5.3 Plasmidios
Os vetores de expressao utilizados foram o plasmidio pET303/CT-His para expressao
em E. coli, e pPICZaA para expressao em P. pastoris. Ambos os plasmidios foram adquiridos

da Invitrogen.

5.4 Reagentes e outros materiais

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

Marcadores de massa molecular de 4cidos nucléicos usados nas eletroforeses em gel
de agarose foram A DNA/Hindlll e $X174/Haelll (New England BioLabs Inc, Ipswich, MA,
USA).

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

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

grau de pureza.
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6. METODOS

6.1 Analise in silico da seqiiéncia deduzida da CV2935

O ponto isoelétrico tedrico (pI) e a massa molecular da proteina CV2935 foram
preditos usando Compute pl/Mw no servidor ExXPASy (www.expasy.ch/tools/pi_tool.html).

Pesquisas por proteinas similares, em bancos de dados publicos de seqiiéncias,
foram realizadas usando BLASTp (ALTSCHUL et al., 1990). A presenca de peptideo sinal e
provdvel sitio de clivagem pela peptidase sinal foram preditos por meio da ferramenta SignalP
versaio 3.0 (VON HEIINE, 1986;. BENDTSEN et al, 2004), disponivel em
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/, e PRED-TAT (BAGOS et al, 2010) em
www.compgen.org/tools/PRED-TAT/, respectivamente.

Ja a presenca e delimitacdo de dominios na proteina foram realizadas usando os
programas SMART (http://smart.embl-heidelberg.de), CDD
(www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/ cdd.shtml) e Pfam (http://pfam.sanger.ac.uk).

Alinhamentos multiplos de sequéncias de aminodcidos foram gerados usando
ClustalWw (THOMPSON et al., 1994) e T-Cofee (NOTREDAME et al., 2000). A identidade
entre um par de sequéncias alinhadas foi calculado como o nimero de residuos idénticos
dividido pelo nimero de posi¢des alinhadas, excluindo os sitios com lacunas (gaps), e
expresso em porcentagem.

Alinhamentos estruturais com base em comparagdes de estruturas 3D depositadas
no Protein Data Bank (PDB) foram obtidos a partir do banco de dados Dali (HOLM;
ROSENSTROM, 2010) acessivel em http://ekhidna.biocenter.helsinki.fi/dali_server. Os
dominios funcionais foram nomeados seguindo a nomenclatura adotada pelo banco de dados

Carbohydrate Active Enzymes (CAZy) , http://www.cazy.org/ (CANTAREL et al., 2009).

6.2 Amplificacdo da ORF CV2935

Oligonucleotideos iniciadores especificos foram projetados, para amplificagao da
sequéncia de DNA (1.320 pb; Anexo 1) da ORF CV2935 de C. violaceum ATCC 12472
(Tabela 1). A ORF CV2935 esta localizada na fita complementar do cromossomo de C.
violaceum (nimero de acesso no GenBank: NC_005085), estendendo-se da posi¢do 3.211.716

a 3.213.035. Para expressao em E. coli, a ORF completa foi amplificada, enquanto que para
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expressdo em P. pastoris, o produto de amplificacdo excluia os primeiros 72 nucleotideos,
que codificam o peptideo sinal nativo da quitinase, com 24 residuos de aminodcidos (Anexo
2). Sitios para as enzimas de restricdo (Xhol, EcoRI ou Xbal) foram adicionados a
extremidade 5° de cada oligonucleotideo, para facilitar a manipulacio dos produtos

amplificados.

Tabela 1 — Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores especificos para o gene da quitinase CV2935 de C.
violaceum, com peptideo sinal para clonagem em E. coli e sem peptideo sinal, para clonagem em P. pastoris

Sequéncia de nucleotideos

CV2935Ecoli-for 5’- CCG TCT AGA' ATG CGC AGA ACG ACA GGC AGG - 3'

CV2935Ecoli-rev 5’- CCG CTC GAG* CCA GGC CGT CCG CGT CGC GCG - 3’

CV2935Pichia-for 5’- CCG GAA TTC’ TGC CCG GGC TGG GCC GAG G - 3’

CV2935Pichia-rev 5- CCG TCT AGA' AC*CCA GGC CGT CCG CGT CG - 3’

'O sublinhado apresenta o sitio para a enzima Xbal
% O sublinhado apresenta o sitio para a enzima Xhol
3 O sublinhado apresenta o sitio para a enzima EcoRI
;ils\gldcilf:tideos adicionados para manter a sequéncia da ORF em frame com as sequéncias codificadoras do epitopo c-myc e cauda de
As reacdes 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 20 puL contendo DNA gendmico (50 ng), dNTPs (200 uM cada),
oligonucleotideos iniciadores (0,5 uM cada um), tampao GC 1X com MgCl, (Finzymes),
Hot Phusion DNA polimerase (0,4 U; Finzymes) e dgua ultra-pura estéril (q.s.p. 20 pL). Além
das amostras testadas na reacdo de PCR, um controle negativo, que continha todos os
componentes da reacdo exceto DNA, foi sempre usado. O processo de amplificacdo ocorreu
em um termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf, Hamburg, Alemanha), programado
para uma etapa inicial de desnaturacdo (3 min a 98 °C), seguida por 35 ciclos de 10 s a 98 °C
(desnaturacao), 30 s a 65 °C (para iniciadores destinados a clonagem em E. coli) ou 68 °C
(para iniciadores destinados a clonagem em P. pastoris) e 2 min e 30 s a 72 °C (extensdo).
Ap06s o ultimo ciclo, uma dltima fase de extensdo prolongada (72 °C por 5 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 reacio,

uma aliquota de 5 pL foi submetida a eletroforese em gel de agarose a 1%.
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6.3 Clonagem da ORF CV2935 no vetor de expressao pET303/CT-His

Os produtos amplificados por PCR (item 6.2) e cerca de 2 ug do plasmidio
pET303/CT-His (Anexo 3) foram digeridos com Xhol (20 U) e Xbal (20 U), a 37 °C por 6 h,
de acordo com as instru¢des fornecidas pelo fabricante das enzimas. Apds o término da
reacdo, os fragmentos digeridos foram purificados utilizando-se o kit GFX PCR DNA and Gel
Band Purification (GE Healthcare), de acordo com o protocolo fornecido.

Os produtos de PCR e o plasmidio pET303/CT-His, digeridos e purificados,
foram submetidos a uma reagdo de ligacdo com T4 DNA ligase (9 U), nas condicdes sugeridas
pelo fabricante da enzima. A reagdo de ligacdo foi incubada a 4 °C por 16 h.

Os produtos da reacdo de ligacao foram inseridos em células eletrocompetentes de
E. coli TOP10F’ por eletroporacao, a 2.500 V (Eletroporador 2510, Eppendorf). As células
submetidas a eletroporacdo foram recuperadas em 1 mL de meio SOC pré-aquecido a 37 °C e
mantidas sob agitacdo orbital constante (180 rpm) por 90 min a 37 °C.

Apbs o periodo de incubagdo, 100 uL da cultura foram semeados em meio LB
agar suplementado com carbenicilina (100 pg/mL) e estreptomicina (30 pg/mL). As culturas
foram mantidas a 37 °C por 24 h, até a visualizacdo de colonias. Algumas coldnias foram
escolhidas ao acaso e inoculadas em 5 mL de caldo LB (contendo carbenicilina 100 pg/mL e
estreptomicina 30 ug/mL) e incubadas sob agitacdo constante (180 rpm) a 37 °C, por
aproximadamente,16 h. Ao final desse periodo, uma aliquota (3 mL) de cada cultura foi usada
para isolamento de DNA plasmidial, pelo método de lise alcalina, como descrito por
Sambrook et al. (1989). A presenca do inserto nas preparagdes de DNA plasmidial foi, entdo,
determinada por PCR e digestdo com as endonucleases apropriadas.

O plasmidio recombinante pET-CV2935 (50 ng) foi entdo inserido por
eletroporacdo (como descrito anteriormente) em células do hospedeiro de expressao, E. coli
BL21(DE3), para posterior inducao da expressdo da proteina recombinante. Clones de E. coli
BL21(DE3) portando o pET-CV2935 foram mantidos em meio estoque contendo glicerol

15% e armazenados a —80 °C.
6.4 Clonagem da ORF CV2935 no vetor de expressao pPICZoA
Os fragmentos de DNA amplificados por PCR (item 6.2) e o plasmidio pPICZaA

(Anexo 4) foram digeridos com EcoRI (20 U) e Xbal (20 U), a 37 °C por 6 h, de acordo com

as instrucdes fornecidas pelo fabricante das enzimas. Apds o término da reacdo, os fragmentos



42

digeridos foram purificados utilizando-se o kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification
(GE Healthcare), de acordo com o protocolo fornecido.

Os produtos de PCR e o plasmidio pPICZaA, digeridos e purificados, foram
submetidos a uma reagdo de ligacdo com T4, DNA ligase (9 U), de acordo com o protocolo
fornecido pelo fabricante da enzima. A reacdo de ligacdo foi conduzida a 4 °C por 16 h, e ao
final desse periodo, os produtos foram inseridos em células eletrocompetentes de E. coli
TOP10F’, por eletroporagdo, de acordo com o procedimento descrito no item anterior. Células
transformadas foram, inicialmente, selecionadas em meio LB low salt 4gar suplementado com
zeocina (25 pg/mL) e incubadas a 37 °C por 16 h. Algumas coldnias isoladas foram
escolhidas ao acaso e inoculadas em 5 mL de caldo LB low salt (contendo zeocina 25 pg/mL)
e incubadas sob agitacdo constante (180 rpm) a 37 °C por, aproximadamente, 16 h. Ao final
desse periodo, uma aliquota (3 mL) de cada cultura foi usada para isolamento de DNA
plasmidial, pelo método de lise alcalina, como descrito por Sambrook et al. (1989). A
presenca do inserto nas preparacdes de DNA plasmidial foi, entdo, determinada por PCR e
digestdlo com as endonucleases apropriadas. Clones transformados com o plasmidio
recombinante (pPIC-CV2935) foram mantidos em meio estoque contendo glicerol 15% e
armazenados a —80 °C.

O plasmidio recombinante (pPIC-CV2935; 20 pg) foi, posteriormente, submetido
a linearizac@o para transformacgdo genética em P. pastoris KM71H, como descrito no item

6.7.

6.5 Extracao de DNA plasmidial

A extracdo de DNA plasmidial, a partir de culturas de E. coli, foi realizada de
acordo com o método de lise alcalina (SAMBROOK et al.,, 1989), com algumas
modificagdes.

A cultura bacteriana (3 mL) foi centrifugada a 13.000 x g, por 5 min, a 25 °C, e as
células foram ressupendidas em 100 pL de tampao GET (Glucose 50 mM, EDTA 10 mM,
Tris-HC1 25 mM pH 8,0). A lise das células foi realizada pela adicao de 150 uL de uma
solucdo de NaOH/SDS (150 pL de NaOH 4 M; 300 pL de SDS 10%; 4gua ultrapura q.s.p. 3
mL) a suspensdo de células. A mistura foi invertida seis vezes, para homogeneizagdo, e,
posteriormente, incubada em banho de gelo por exatos 5 min. Ao lisado foram adicionados
200 pL de acetato de potdssio 3M e a mistura novamente invertida seis vezes e centrifugada a

13.000 x g por 20 min, a 25 °C, em microcentrifuga minispin (Eppendorf).
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O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo de 1,5 mL e a0 mesmo
foram adicionados 2/3 do seu volume de isopropanol 100%. Apds incubacdo a temperatura
ambiente por 10 min, a mistura foi centrifugada a 13.000 x g por 15 min, a 25 °C. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado duas vezes com 500 uL de etanol 70%.
Apds a segunda lavagem, o sobrenadante foi descartado e o pelete foi seco por 15 min a
temperatura ambiente. O DNA plasmidial foi entdo recuperado em 50 pL de dgua ultrapura

estéril.

6.6 Eletroforese em gel de agarose

Géis de agarose para andlise eletroforética de DNA foram preparados de acordo
com o protocolo descrito por Sambrook et al. (1989). As amostras de DNA foram
previamente misturadas com tampao de amostra (azul de bromofenol 0,25%, glicerol 30% em
TE pH 8,0) e aplicadas em gel de agarose contendo 0,5 pg/mL de Brometo de Etidio (EtBr).
As corridas eletroforéticas foram realizadas sob voltagem constante de 100 V, com o gel
submerso em tampao de corrida TBE (Tris-Borato 45 mM, pH 8,0, contendo EDTA 1 mM)
em cuba horizontal.

Ao final da corrida eletroforética, as bandas foram visualizadas por exposi¢do a
luz UV, em um transiluminador Vilber Lourmat (Marne-la-Vallée, France), e a imagem foi

capturada por um sistema de fotodocumentagdo acoplado ao equipamento.

6.7 Transformacao de células de P. pastoris KM71H com o vetor recombinante
pPICZaA::CV2935

O plasmidio recombinante pPIC-CV2935 (20 pg) foi submetido a digestdo com
Sacl (40 U), para lineariza¢do. A reacdo foi incubada em termociclador PTC-200 Thermo
Cycler (MJ Research, Waltham, MA, USA), a 37 °C por 4 horas, e ao final desse periodo, a
enzima foi inativada por incuba¢do a 65 °C por 20 min. Ao término da rea¢do, uma pequena
aliquota foi aplicada em gel de agarose 0,8% para verificar a eficiéncia da linearizacdo. O
restante da amostra foi precipitado pela adicdo de 1/10 do volume da reacdo de acetato de
amonio 7,5 M e 2,5 volumes de etanol 100%. Em seguida, a mistura foi centrifugada a 13.000
x g por 10 min, a 25 °C, e o precipitado lavado com etanol 80%. Apds eliminagdo e

evaporacao do etanol, o precipitado foi ressuspendido em 15 uL de dgua ultrapura estéril.
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Uma aliquota de DNA plasmidial pPIC-CV2935 linearizado (aproximadamente
10 pg) foi misturada as células eletrocompetentes de P. pastoris KM71H e a mistura foi
transferida para uma cubeta de eletroporacao, previamente resfriada, e submetida a um pulso
de 2.500 V. Para a reacdo controle, células da mesma estirpe foram eletroporadas com
pPICZaA integro e linearizado com Sacl. Imediatamente apds o pulso, as células foram
recuperadas em 1 mL de solucdo resfriada de sorbitol 1 M, transferidas para um tubo estéril e
incubadas a 30 °C por 1 h, sem agitacdo. Um aliquota (100 uL) da cultura foi entdo semeada
em meio YPDS 4gar (extrato de levedura 1%, peptona 2%, glucose 2%, sorbitol 1 M, 4gar
2%), suplementado com zeocina 300 pg/mL. As placas foram mantidas a 30 °C por 3 dias até

a visualizag@o de coldnias.

6.8 Extracao de DNA genomico de P. pastoris

Para confirmacdo da transformacao genética e integracao do cassete de expressao
no genoma de P. pastoris, alguns clones (como obtidos no item 6.7) foram selecionados e
submetidos a extracdo de DNA gendmico, seguindo o protocolo de Warner (1996). Uma
colonia isolada foi inoculada em 5 mL de meio YPD, contendo zeocina 300 pg/mL, e
incubada a 30 °C, por 16 h, a 200 rpm. Desta cultura, uma aliquota de 1,5 mL foi transferida
para microtubo e centrifugada a 13.000 x g, por 3 min, a 25 °C. O meio de cultura foi
descartado e as células lavadas com 800 pl. de dgua ultrapura estéril. As células foram
novamente coletadas por centrifugacdo a 13.000 x g, por 3 min, a 25 °C, e resuspendidas em
600 pL de tampao CTAB 2x (Tris-HCl 100 mM pH 8; CTAB 2%; EDTA 20 mM; NaCl 1,4
M), contendo B-mercaptoetanol 0,2% (v/v), pré-aquecido a 60 °C. A suspensao foi incubada
em banho-maria a 60 °C por aproximadamente 16 h. Apds essa etapa, um volume de
cloroférmio:élcool isoamilico (24:1, v/v) foi adicionado e o material foi centrifugado por 30
min a 13.000 x g, a 25 °C. A fase aquosa (superior) foi recuperada e transferida para um novo
microtubo, ao qual foram adicionados 2/3 do volume de isopropanol 100%, para precipitacao
dos acidos nucléicos. O material foi incubado a 4 °C por 1 h e, em seguida, centrifugado por 5
min a 13.000 x g, a 25 °C. O precipitado foi lavado com etanol 70% e coletado novamente
por centrifugacdo nas mesmas condi¢des. O sobrenadante foi descartado e, apds evaporagdo
do etanol, o precipitado foi ressuspenso em 50 pl. de dgua ultrapura estéril contendo RNAse
A (20 pg/mL). A qualidade das preparagdes foi verificada por eletroforese em gel de agarose
0,8% (como descrito em 6.6) e a concentracio de DNA gendmico estimada pela medida da

absorbancia a 260 nm, como sugerido por Sambrook et al. (1989).
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Para confirmacgdo da integracdo do cassete de expressdo no genoma de P. pastoris
KM71H, amostras de DNA gendmico (50 ng) de clones selecionados em meio contendo
zeocina foram submetidas a reacdes de PCR, realizadas com os seguintes iniciadores: a-factor
(5"-TACTATTGCCAGCATTGCTGC-3"), que anela na por¢do 5 da regido codificadora do
fator a de secrecdo de Saccharomyces cerevisiae, presente no vetor, e CV2935Pichia-rev, que

anela na por¢do 3’ da seqiiéncia codificadora da ORF CV2935.

6.9 Inducao da expressao da proteina recombinante rCV2935 em E. coli

A inducdo da expressdo da quitinase recombinante em E. coli seguiu o protocolo
de Lobo (2009).

Células de E. coli BL21(DE3) contendo o plasmidio pET303/CT-His::CV2935
foram plaqueadas em meio LB dgar contendo carbenicilina (200 pg/mL), para obtencdo de
coldnias isoladas. Uma colonia isolada foi inoculada em meio LB, contendo carbenicilina
(200 pg/mL), e incubada sob agitacdo orbital a 180 rpm, 37 °C, por 16 h. Da cultura obtida,
uma aliquota de 1 mL foi inoculada em 100 mL de meio LB suplementado com carbenicilina
(200 pg/mL). A cultura foi incubada nas mesmas condi¢Oes anteriores (180 rpm, 37 °C) e
quando sua densidade 6tica a 600 nm (ODg(p) atingiu um valor em torno de 0,5, a indu¢do da
expressdo da proteina recombinante foi iniciada pela adicao de IPTG para uma concentracdo
final de 0,5 mM. Ap6s a adi¢ao de IPTG, a cultura foi incubada sob agitagcao orbital vigorosa
(200 rpm), a 37 °C, por 21 h. Ao final desse periodo, a cultura foi centrifugada (8.000 x g
por 10 min, a 4 °C), e o meio de cultura livre de células (contendo a quitinase
recombinante)foi exaustivamente dialisado contra dgua destilada, e armazenado a —20 °C até

uso posterior.

6.10 Inducao da expressao da proteina recombinante rCV2935 em P. pastoris

Uma coldnia isolada de um clone recombinante, crescida em meio YPDS dgar
(extrato de levedura 1%, peptona 2%, glucose 2%, sorbitol 1 M, dgar 2%) contendo zeocina
300 pg/mL, foi inoculada em 10 mL de meio BMGY (extrato de levedura 1%, peptona 2%,
tampao fosfato de potdassio 100 mM pH 6,0, YNB 1,34%, glicerol 1%, biotina 0,00004%)
suplementado com zeocina 300 pg/mL. A suspensdo foi incubada a 30 °C, 200 rpm, até que

atingisse uma DOgp na faixa de 8-12.
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As células dessa cultura foram entdo coletadas por centrifugacdo (3.000 x g por 5
min a 4 °C) e ressuspendidas em meio BMMY (extrato de levedura 1%, peptona 2%, tampao
fosfato de potdassio 100 mM pH 6,0, YNB 1,34%, metanol 0,5%, biotina 0,00004%), em um
volume tal que a ODgyo fosse igual a 1,0. As novas culturas foram incubadas a 17 °C e 200
rpm, por até 144 h. Para manutenc¢do da inducdo, metanol P.A. foi adicionado ao meio de
cultura a cada 24 h, para uma concentracao final de 1%.

Aliquotas de 10 mL de cultura foram coletadas a cada 24 h apds o inicio da
inducdo, para verificacdo do nivel de expressio da quitinase recombinante e para se
determinar o melhor tempo de indugcdo (maior atividade enzimdtica total secretada).
Imediatamente apds a coleta, cada aliquota foi centrifugada (3.000 x g por S mina 4 °C) e o
sobrenadante (meio livre de células) armazenado a —20 °C até uso posterior. O sobrenadante
foi dialisado contra dgua destilada, para posterior precipitagdo de proteinas totais. As amostras
coletadas foram utilizadas em ensaios de determinacdo de atividade quitinolitica e para

visualizagdo de proteinas totais em gel SDS-PAGE.

6.11 Purificacdo da quitinase recombinante

Para purificacdo da proteina recombinante produzida em ambos os sistemas
heter6logos, inducdes em maior escala (volumes de 500 e 1000 mL) foram realizadas,
seguindo-se os procedimentos ja descritos (itens 6.9 e 6.10).

Ao final de cada indu¢@o, o meio de cultura (contendo a proteina recombinante
secretada) foi centrifugado e o sobrenadante livre de células dialisado exaustivamente contra
agua destilada. Em seguida, sulfato de amonio sélido foi adicionado ao material dialisado, sob
agitacdo, para um intervalo de saturacdo de 0-95%. As amostras foram mantidas em repouso
durante 20 h, e, posteriormente, centrifugadas a 12.000 x g, por 20 min a 4 °C. O precipitado
(F0/95) foi solubilizado em tampao acetato de sédio SO mM pH 5,2, contendo NaCl 1 M, e
centrifugado (12.000 x g por 10 min a 4 °C) para remover proteinas que ainda se
apresentavam insoldveis. O sobrenadante limpido foi aplicado a uma matriz de quitina (1,7
cm x 16 cm; Chitin Poly-[1—4]-f-D-N-acetyl-glucosamine, Pratical Grade From Crab
Shells C-7170, Sigma, USA), previamente equilibrada com o mesmo tampdo. A amostra
permaneceu em contato com a matriz cromatografica por cerca de 16 h, a temperatura de 6-8
°C. Protefnas que ndo interagiram com a matriz (Pico I; PI) foram eluidas com o tampao de
equilibrio, até que a Ajgy do eluato fosse menor que 0,050, apds o que as proteinas retidas

(PII) foram, entdo, eluidas com &cido acético 0,1 M. As fragdes do PII com Ajgy > 0,100
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foram reunidas e dialisadas exaustivamente contra dgua ultrapura. Para obter amostras com
elevado grau de pureza, a fracdo contendo a proteina recombinante obtida apds cromatografia
de afinidade em matriz de quitina (pico retido eluido com &4cido acético 0,1 M) foi dialisada
contra tampao acetato de sédio 50 mM pH 5,2, contendo NaCl 0,15 M, e submetida a uma
cromatografia de exclusdo molecular em uma matriz de Superdex 75 10/300GL (GE
Healthcare), previamente equilibrada com o mesmo tampao, acoplada a um sistema de FPLC
AKTApurifier 10 (GE Healthcare). As proteinas foram eluidas utilizando o tampdo de
equilibrio, e durante todo o processo, foram coletadas fragdes de 500 uL.

Em todos os processos cromatogrificos o fluxo de eluicdo foi de 1 mL/min e
todas as aliquotas foram analisadas por medida da absorbancia a 280 nm (Ajg) em
espectrofotometro Genesys 10UV Scanning (ThermoFischer Scientific - Waltham, MA,
USA).

6.12 Eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca de SDS e em condicoes
redutoras (PAGE-SDS)

Eletroforeses em géis de poliacrilamida em presenca de SDS e B-mercaptoetanol
foram realizadas de acordo com o protocolo descrito por Laemmli (1970), com os géis
montados entre placas de vidro. Os géis de concentragdo (contendo poliacrilamida em uma
concentracdo final de 3,5%) e de separacdo (poliacrilamida em concentragao final de 15%)

foram montados pela mistura dos seguintes componentes:

Gel de concentracio Gel de separagdo

(3,5%) (15%)
Acrilamida:bisacrilamida (30:0,8%) 625 uL 5 mL
Tris-HC1 3 M, pH 8,8 - 1,25 mL
Tris-HC1 0,5 M, pH 6,8 1,25 mL -
SDS 10% (m/v) 50 uL 100 uL
TEMED SuL SuL
Persulfato de amonio 1,5 mg/mL 250 uL 500 uL
Agua destilada 2,82 mL 3,15 mL
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As amostras a serem analisadas foram diluidas em tampado de amostra [Tris-HCI
0,0625 M, pH 6,8; SDS 2% (m/v); B-mercaptoetanol 5% (v/v) e azul de bromofenol 0,001%
(m/v)], aquecidas a 100 °C por 7 min, resfriadas a temperatura ambiente e quando nao usadas
imediatamente, foram armazenadas a —20 °C.

A corrida eletroforética foi realizada a voltagem constante 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). Apds a
corrida, os géis foram corados com solucdo de Azul Brilhante de Coomassie R-250 0,2%
(m/v), preparado em metanol 50% (v/v), acido acético 10% (v/v) ou com Simply Blue Safe
Stain (Invitrogen), para deteccdo das bandas de proteinas, e descorados com uma solugdo de
isopropanol 12,5% (v/v), 4cido acético 10% (v/v) ou com dgua (no caso de corado com
Simply Blue Safe Stain).

Alternativamente, a detec¢do da quitinase recombinante foi realizada com o kit
InVision His-tag in-gel stain (Invitrogen), que consiste no reconhecimento da cauda de
histidina, presente na proteina recombinante, por um corante fluorescente conjugado ao Ni**
(complexo &cido nitrilotriacético). Apds a corrida eletroforética, o gel ficou imerso por 1 h em
solucdo de metanol 50% (v/v), acido acético 10% (v/v) e, em seguida, foi lavado com agua
ultrapura. O gel foi entdo mergulhado na solugdo corante, fornecida pelo fabricante, por mais
1 h, e posteriormente, lavado com tampao fosfato de sédio 20 mM, pH 7,8. A revelacao das
bandas protéicas se deu por exposicao a luz UV, em transiluminador Vilber Lourmat (Marne-

la-Vallée, France).

6.13 Determinacao da concentracio de proteinas

A concentracdo de proteinas soliveis foi determinada usando a metodologia
descrita por Bradford (1976). A cada 100 pL de amostra (diluida ou nao) foram adicionados
2,5 mL do reagente de Bradford, e a mistura agitada (vortex) e deixada em repouso por 10
min a temperatura ambiente. As leituras de absorbincia a 595 nm foram realizadas a seguir,
em espectrofotdmetro Genesys 10UV Scanning (ThermoFischer Scientific - Waltham, MA,
USA). A concentracdo protéica foi estimada utilizando uma curva obtida a partir de

concentracdes conhecidas de albumina sérica bovina (BSA).
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6.14 Caracterizaciao bioquimica e estrutural da quitinase recombinante

6.14.1 Atividade Quitindsica

A atividade quitinolitica da proteina recombinante rCV2935 produzida em E. coli
BL21(DE3) e em Pichia pastoris KM71H foi determinada segundo o método colorimétrico
descrito por Boller (1985), tendo como parametro a liberagdo de N-acetil-D-glucosamina a
partir da acdo hidrolitica da proteina sobre a quitina coloidal, obtida a partir de quitosana
(MOLANO et al., 1977), pela metodologia descrita por Boller (1992).

As amostras (250 pL) foram incubadas com quitina coloidal 1% (m/v) (250 uL) a
37 °C, por 1 h, com agitacdo constante A reacdo foi interrompida por aquecimento a 100 °C,
em banho-maria, por 5 min. Apos resfriamento, as amostras foram centrifugadas (13.000 x g,
15 min, a 25 °C) e o sobrenadante (300 pL) foi transferido para novo tubo, contendo B-
glucuronidase (10 pL). A mistura foi incubada a 37 °C por 1 h e a reacdo interrompida por
aquecimento (100 °C, 5 min). Em seguida, tampao acetato de sddio 0,05 M pH 5,2 (100 uL) e
tetraborato de potdssio 0,6 M (190 pL) foram adicionados a mistura, que foi novamente
aquecida (100 °C, por exatos 5 min). Apés resfriamento em banho de gelo, foi adicionada
solugdo de p-dimetilaminobenzaldeido [DMAB 10% (m/v) preparado em dacido acético
contendo 12,5% de HC1 11,5 M] diluida 1x em acido acético PA. A mistura foi incubada a 37
°C por 20 min e, a leitura da absorbancia a 585 nm foi realizada. Para o cdlculo da quantidade
de acucar liberado na reagdo, foi utilizada uma curva padrdo construida a partir de
concentracdes conhecidas de N-acetil-D-glucosamina, variando de 100 a 1.000 uM (REISSIG
et al., 1955). Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida por 1 nmol de GlcNAc
liberado por 1 mL, por 1 ha 37 °C.

Para avaliar se a quitinase recombinante purificada possuia atividade endo e/ou
exoquitindsica, aplicou-se a mesma metodologia, mas na auséncia da enzima B-glucuronidase,

que foi entdo substituida por tampao acetato de sédio 50 mM pH 5,2.
6.14.2 Ensaio de atividade quitindsica com substratos sintéticos
O ensaio enzimdtico com substrato sintético baseia-se na hidrélise de substratos

sintéticos por quitinases. Nessa hidrdlise, realizada em meio acido, p-nitrofenol € liberado

como produto da reacdo, e 0 mesmo sofre ionizacdo em pH bdsico, que € alcancado apds a



50

adicao de uma solug@o bdésica que interrompe a reacdo, podendo assim ser mensurado por
calorimetria a um comprimento de onda de 405 nm.

Os substratos  sintéticos utilizados foram 4-nitrofenil  N-acetil-B-D-
glucosaminideo, 4-nitrofenil N,N’-diacetil-B-D-quitobiosideo e 4-nitrofenil B-D-N,N’,N’’-
triacetilquitotriose (Sigma Aldrich), dissolvidos em tampao acetato de s6dio S0 mM, pH 5,2,
para uma concentracao de 1 mg/mL.

O experimento, baseado em um kit de ensaio quitindsico comercial (cédigo
CS0980 — Sigma Aldrich), foi realizado em placa de poliestireno de 96 pogos, de fundo chato.
Amostras purificadas tanto da rCV2935 produzida em E. coli, como da produzida por P.
pastoris, ambas na concentra¢do de 3 mg/mL, em dgua, foram utilizadas.

Para montagem do ensaio, nos pocos foram adicionados 90 uL de cada substrato e
10 uL de rCV2935 diluida 5x em dgua. Como padrdo para andlise foi utilizada uma solucdo
de carbonato de s6dio 0,4 M contendo 10 pmol de p-nitrofenol. Os controles negativos foram
100 pL de cada substrato. A placa foi entdo incubada a 37 °C por 30 min e, em seguida, a
reacdo foi interrompida pela adicao de 200 uL da solu¢do de carbonato de sédio 0,4 M
(solu¢do de parada). Posteriormente, a absorbancia das amostras foi lida em aparelho de
ELISA a 405 nm.

Os célculos de atividade enzimatica foram feitos utilizando a se seguinte equacao:

Unidades/mL = (A4os5 amostra — A4gs branco) x 0,05 x 0,3 x FD

Ayps padrao x tempo X Venzima

Onde 0,05 representa os umol/mL de p-nitrofenol na solugdo padrao; 0,3 € o
volume final da reacdo apds adi¢do da solucdo de parada, em mL; FD é o fator de diluicao;
Tempo, em min, de incubacdo a 37 °C € Vepzima € 0 volume de amostra utilizado em mL.

Neste ensaio, uma unidade foi definida como a quantidade de enzima capaz de

liberar 1 umol de p-nitrofenol de um substrato apropriado por hora, a pH 5,2, a 37 °C.

6.14.3 Ensaio de atividade quitindsica com diferentes substratos

Visando avaliar a atividade quitindsica da quitinase recombinante, produzida em
E. coli e em P. pastoris, frente a diferentes substratos, foi realizado um ensaio enzimético
utilizando quitina coloidal, carapaca bruta de caranguejo moida, matriz de carapaga de

caranguejo obtida comercialmente (Sigma Aldrich) e quitosana. Todos os substratos testados
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foram preparados para uma concentracdo final de 1% (m/v) em tampao acetato de s6dio 50
mM pH 5,2.

As amostras, na concentracdo de 1 mg/mL, foram diluidas 10 vezes em tampao
acetato de s6dio 50 mM pH 5,2 para mensuracdo da atividade quitinolitica.

O ensaio foi realizado como descrito no item 6.14.1, apenas alterando os

substratos, em triplicatas para cada amostra.

6.14.4 Ensaio de atividade quitindsica em gel

Atividade quitinolitica em gel foi realizada como descrito por Trudel e Asselin
(1989), com algumas modifica¢des. Para isso, um gel de poliacrilamida 15% foi preparado,
substituindo-se o volume de dgua por etileno-glicol-quitina 0,1% (m/v).

A proteina recombinante purificada (200 pug) foi ressuspendida em 50 uL de
tampao de amostra [Tris-HCI 0,0625 M, pH 6,8; SDS 2% (m/v); azul de bromofenol 0,001%
(m/v)], isento de B-mercaptoetanol. Quantidades de 40 e 80 ug da proteina recombinante
foram aplicadas no gel.

Ap0s corrida eletroforética, o gel foi imerso em tampao de renaturacdo (acetato de
s6dio 50 mM pH 5,0, contendo Triton X-100 1%) e incubado por 24 h, a 37 °C. No dia
seguinte, o gel foi lavado 3 vezes com dgua destilada por 30 s, e, em seguida, foi incubado
com solugdo de Calcoflior MR 28 0,01% (m/v) em tampao Tris-HCI1 0,5 M pH 8,9, por 1 h, a
37 °C. Ao final desse periodo, o gel foi lavado novamente com dgua destilada e a visualizacao
da atividade quitinolitica foi obtida por exposi¢do a luz UV, em transiluminador Vilber
Lourmat (Marne-la-Vallée, France), e a imagem foi capturada por um sistema de

fotodocumentacao acoplado ao equipamento.

6.14.5 Determinagdo da sequéncia de aminodcidos N-terminal

A amostra a ser analisada foi submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida
15% (PAGE-SDS), como descrito anteriormente (6.11). Em seguida, foi feita a
eletrotransferéncia da banda protéica presente no gel para membrana de fluoreto de
polivinilideno (PVDF), através de um sistema TE 70 Semidry Transfer Unit (GE Healthcare).
Posteriormente, a membrana foi mergulhada em metanol 100% por alguns segundos, e em
seguida, transferida para uma solucdo de Coomassie Brilliant Blue R-250 0,1% (m/v) em

metanol 30% (v/v), acido acético 10% (v/v), por alguns min. O descoramento da membrana



52

foi realizado em solucdo de metanol 50% até que as bandas protéicas pudessem ser cortadas.
As amostras assim obtidas foram mantidas em dgua ultrapura até o seqiienciamento.

A sequéncia de aminoacidos NH,-terminal da proteina recombinante purificada
foi determinada de acordo com o método de degradacdo de Edman (1950), utilizando-se um
sequenciador automadtico de proteinas (Shimadzu, modelo PPSQ-213A), sob as condi¢cdes

recomendadas pelo fabricante.

6.14.6 Efeito da temperatura sobre a estabilidade da rCV2935

As amostras das proteinas purificadas (1 mg/mL) foram incubadas em diferentes
temperaturas (30 a 100 °C, com intervalos de 10 °C) durante 30 min, em banho-maria. Ap6s
cada tratamento, as amostras foram resfriadas e a atividade quitinolitica residual frente a

quitina coloidal foi determinada, como descrito no item 6.14.1.

6.14.7 Efeito do pH sobre a atividade enzimdtica da rCV2935

Para se avaliar o efeito do pH sobre a atividade enzimdtica, uma solucdo da
proteina recombinante (1 mg/mL) foi diluida em tampdes com diferentes valores de pH (2 a
10), todos na concetragcdo de 50 mM. Os tampdes utilizados foram: Glicina-HCl pH 2;
Glicina-HCI pH 3; Acetato de sddio pH 4; Acetato de sédio pH 5; Fosfato de sédio pH 6;
Fosfato de sédio pH 7; Tris-HCI pH 8; Glicina-NaOH pH 9 e Glicina-NaOH pH 10. Apds
incubacdo por 1 h a temperatura ambiente, o ensaio enzimadtico utilizando quitina coloidal
como substrato foi realizado, na presenca dos respectivos tampdes, como descrito no item

6.14.1.

6.14.8 Efeito de ions metdlicos e agentes quimicos sobre a atividade enzimdtica da rCV2935

O efeito de fons metélicos e agentes quimicos sobre a atividade enzimadtica da
quitinase recombinante produzida por E. coli foi investigado realizando ensaio com o
substrato sintético 4-nitrofenil N,N’-diacetil-B-D-quitobiosideo, na concentragio de 0,2
mg/mL, seguindo o protocolo descrito no item 6.14.2.

Para isso, foram adicionados aos pogos, solu¢des de CuSO4, NH4Cl, ZnSOy,

MgCl,, NiCl, KCl, CaCl,, MnCl,, FeSO, e BaCl, para uma concentracio final de 5 mM.
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Foram testados também EDTA para uma concentracdo final de 5 mM, SDS para
concentracgdes finais de 0,5, 1 e 2% e B-mercaptoetanol para concentracao final de 0,5%.
A atividade quitinolitica da rCV2935 tratada foi comparada com a atividade do

controle, amostra livre de fons e agentes quimicos.

6.14.9 Verificacao de N-glicosilacdo na quitinase recombinante produzida por Pichia

pastoris KM71H

A seqiiéncia deduzida de aminodcidos da quitinase CV2935 (GenBank, ntimero de
acesso AAQ60603), foi analisada com o uso da ferramenta NetNGlyc 1.0 Server (GUPTA;
JUNG; BRUNAK, 2004) para realizacio de uma busca por sitios putativos para N-
glicosilagao (Asn-Xaa-Ser/Thr).

Ap06s serem encontrados 5 sitios putativos para N-glicosilagdo, a comporvagdo de
que esses sitios foram reconhecidos pela levedura e que, portanto, a N-glicosilagdo de fato
ocorreu foi feita por meio de cromatografia em matriz de ConA Sepharose, reagao de
deglicosilacdo com a enzima N-glicosidade F e revelacdo de glicoproteinas pelo método de

Schiff.

6.14.9.1 Cromatografia de afinidade em matriz de ConA Sepharose

Como uma alternativa para comprovar a glicosilacdo da quitinase recombinante
produzida por P. pastoris, uma aliquota do pico retido obtido em cromatografia de afinidade
em matriz de quitina foi dialisado contra tampao Tris-HCI 20 mM pH 7,45, contendo NaCl
0,5 M, centrifugado e o sobrenadante limpido aplicado a uma coluna de ConA Sepharose 4B
(GE Healthcare), previamente equilibrada com o mesmo tampao.

A matriz foi lavada com D-manose 0,2 M, tampao acetato de sédio 50 mM pH 5,2
e tampao borato 100 mM pH 6,5 para eluicdo das proteinas que interagiram com a matriz.

O fluxo de elui¢do da coluna durante todo o procedimento foi de 1 mL/min e
todas as aliquotas, recuperadas em um volume de 1 mL, foram analisadas através da medida
da absorbancia a 280 nm (Azg) ao longo de todo processo cromatografico, para,

posteriormente, serem dialisadas contra dgua ultra pura.

6.14.9.2 Reagdo de deglicosilacdo
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Amostras purificadas da quitinase recombinante, expressa nos dois sistemas
heter6logos, na concentracdo de 1 mg/mL, foram dialisadas contra tampao Tris-HC] 20 mM
pH 7,5 contendo NaCl 50 mM, EDTA 1 mM e SDS 0,1% (p/v) para realizagao da reagao de
deglicosilacdo. Fetuina (Sigma-Aldrich) foi usada como controle positivo, dissolvida no
mesmo tampao, para concentracdo de 1 mg/mL, e tratada da mesma forma.

As amostras (100 ug de proteina recombinante) foram inicialmente aquecidas em
banho-maria a 100 °C por 5 min. Em seguida, Triton X-100 foi adicionado para uma
concentracao final de 1% (v/v). Finalmente, 25 mU da enzima N-glicosidase F recombinante
de Chryseobacterium meningosepticum (Calbiochem - Merck KGaA, Darmstadt, DEU) foram
adicionadas a cada amostra, e a mistura incubada a 37 °C, em banho-maria, por 16 h. A
visualizagdo dos produtos da reacdo se deu por SDS-PAGE, concomitantemente com

revelacdo do gel com reagente de Schiff.

6.14.9.3 Revelagdo de glicoproteinas pelo método de Schiff

A revelacdo de glicoproteinas foi realizada segundo a metodologia descrita por
Alfenas (1998). Inicialmente, a quitinase recombinante purificada, produzida tanto em E. coli
como em P. pastoris, digerida e ndo digerida pela N-glicosidase F, foi aplicada em gel de
poliacrilamida 15%, sob condi¢des desnaturantes. Apds a eletroforese, o gel foi imerso em
solucdo de TCA 12% durante 30 min e, posteriormente, em solu¢do de periodato 1% em acido
acético 3%, por 1 h a 25 °C. Em seguida, o gel foi mantido em dgua destilada por 16 h. Apds
esse periodo, o gel foi imerso na solucdo de Schiff, em ambiente escuro, por 50 min, e

finalmente foi descorado com solug¢do de meta-bissulfito de potédssio 0,5%.

6.14.10 Espectro de Dicroismo Circular (CD)

Algumas biomoléculas possuem assimetria molecular, isto €, suas imagens
especulares nao sdao idénticas. Tais moléculas sao chamadas de quirais. Um dos mais
conhecidos exemplos é um dtomo de carbono que € tetraedricamente ligado a quatro dtomos
ou grupos diferentes de &atomos. Dessa forma, biomacromoléculas também mostram
quiralidade. A interacdo de uma molécula quiral com a luz polarizada é muito especifica e
provou ser um método importante para a caracterizagao tanto de pequenas moléculas como de
estruturas macromoleculares. Essencialmente, um tipo de medida comumente feita para

z

determinar os efeitos da luz polarizada em moléculas assimétricas € o dicroismo circular
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(Circular dichroism, CD), que é definido como a diferenca de absor¢do da luz circulamente
polarizada a esquerda e a direita com compostos opticamente ativos (RANJBAR; GILL,
2009).

Todas as medidas de CD foram realizadas em espectropolarimetro Jasco, modelo
J-815 (Jasco Corporation, Téquio, Japao), em cubetas cilindricas de quartzo com caminho
optico de 0,1 cm. Os espectros foram observados no intervalo de 195-250 nm, sob N,
constante, e recuperados empregando-se médias de 8 varreduras. Além disso, as contribui¢des
dos tampdes obtidos sob condi¢cdes idénticas foram subtraidas e todos os espectros foram
corrigidos a fim de eliminar qualquer ruido.

Os espectros originais foram tratados com Filtro de Fourier, preservando as
bandas tipicas de cada espectro e, em todos os casos, os espectros foram transformados em
elipticidade molar ([0]).

Assim, a estabilidade térmica das proteinas produzidas foi avaliada por dicroismo
circular. Amostras das proteinas purificadas, em dgua, na concentracio de 0,2 mg/mL, foram
submetidas, por 5 min, a diferentes temperaturas entre 20 e 90 °C, com intervalos de 5 ° C.

Ja para observar possiveis mudangas conformacionais induzidas por pH do meio,
solucdes concentradas das proteinas recombinantes foram diluidas, também para concentracao
de 0,2 mg/mL, nos seguintes tampdes Glicina HCI pH 2 e pH 3, Acetato de sédio pH 5,
Fosfato de sédio pH 7, Glicina NaOH pH 9 e Fosfato NaOH pH 11, todos na concentragdo de
50 mM, e incubadas por 30 min antes das medidas.

Para avaliar se a presenga de SDS influenciaria alguma mudanga conformacional,
ou mesmo desnaturacdo protéica, amostras da proteina foram incubadas com SDS, para uma

concentracao final de 1%, por 30 min e submetidas as medidas de CD.

6.14.11 Espectro de Fluorescéncia

Para os ensaios de fluorescéncia foram utilizadas cubetas de quartzo com caminho
optico de 1 cm e as medidas foram feitas no fluorimetro ISSK, Multifrequency Phase
Fluorimeter. A quitinase recombinante expressa tanto em E. coli como em P. pastoris estava
na concentracdo de 0,2 mg/mL, em tampdo acetato de s6dio 50 mM pH 5,2 contendo NaCl
100 mM, e foi excitada em 280 e 295 nm. Com a finalidade de avaliar o espectro de emissao

de fluorescéncia nativo, a amostra foi monitorada no intervalo de 305 a 450 nm.
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Além disso, os espectros de emissdo de fluorescéncia também foram monitorados
quando as proteinas estavam diluidas em tampdes com diferentes valores de pH, da mesma

forma, com excitacdo em 280 e 295 nm.

6.14.12 Espectrometria de massa

A fim de avaliar se houve alguma modificacdo na seqii€éncia de aminodacidos,
amostras purificadas da quitinase recombinante produzida nos dois sistemas heterélogos
testados nesse estudo, foram digeridas e submetidas a andlise por espectrometria de massa,
pela técnica de ionizacdo por eletropulverizacdo (electrospray), em espectrometro Synapt
HDMS ESI-Q-TOF (Waters).

Inicialmente, 20 uL de uma solu¢do de NH4 HCO3; 50 mM foram adicionados a
100 pg da proteina. A mistura foi incubada a 80 °C, por 15 min. Em seguida, foi dado um
spin nos tubos e adicionados a eles 5 pL de ditiotereitol (DTT) 100 mM, para abertura da
proteina, o que facilita o acesso para alquilagdo e digestdo. Apds um vortex, o tubo foi
colocado em chapa aquecedora a 60 °C. Apds incuba¢do de 30 min, o tubo resfriou a
temperatura ambiente e novamente foi dado outro spin. Entdo, adicionou-se 5 puL de
iodoacetamida (IAA) 300 mM a mistura, para alquilacdo das cisteinas, e mais uma vez foi
dado um vortex. As amostras foram entdo colocadas em local escuro, a temperatura ambiente,
para que a reacdo de alquilacdo ocorresse por 30 min. Decorrido esse tempo, 1 ug da enzima
tripsina (Promega) foi adicionado a amostra e a digestdo ocorreu em estufa, a 37 °C, por
aproximadamente 16 h. Por fim, a amostra foi centrifugada a 13000 x g, por 30 min, a 6 °C, e

o sobrenadante foi transferido para frascos apropriados (Waters Total Recovery vial; Waters).

6.14.13 Cristalizacdo e difracdo de raios-X

Amostra da proteina purificada, produzida em E. coli e em P. pastoris, nas
concentracoes de 4,5 mg/mL e 20 mg/mL, respectivamente, foi submetida a diferentes
condig¢des iniciais de cristalizagao.

A cristalizacdo foi realizada pelo método de difus@o a vapor, utilizando a técnica
de gota sentada, em placas de 96 pocos (Greiner — Bio-One) a uma temperatura de 18 °C.
Cada placa foi preparada pela mistura de 1 uLL da condicdo com 1 uL da solu¢do de proteina
com equilibrio 80 uL da condi¢do. Para screening das condi¢des iniciais foram utilizados os

kits Classic I, Classic II, PEG I, PEG II, Cryo, MDP (Qiagen) e SaltRX (Hampton Research),
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utilizando o sistema robotizado Cartesian Dispensing Robot Systems (Genomic Solutions),
totalizando 672 condig¢des de cristalizacdo.

Os melhores cristais foram escolhidos, resfriados a 100 K, e submetidos a coleta
de dados na linha 104 do Diamond Light Source (DLS - UK’s National Synchrotron,
Oxfordshire, UK). Todos os cristais foram testados em temperatura criogénica (100 K),
crioprotegidos com adic@o de etilenoglicol 20% (v/v) da solugdo de cristalizacdo a qual o
cristal foi obtido. O conjunto de dados foi coletado a um comprimento de onda de 0.97950 A.

Ap6s a coleta do conjunto de dados, as imagens foram indexadas e integradas com
o programa XIA2 e o escalonamento foi realizado com o programa XDS. O numero de
moléculas presentes na unidade assimétrica e o conteudo de solvente foram estimados
utilizando-se o programa Matthews_coeff do CCP4.

A estrutura tridimensional da proteina em estudo foi determinada por substitui¢cao
molecular, utilizando o programa Phaser, que também pertence ao pacote CCP4, utilizando
como molde a estrutura da quitinase de Bacillus cereus Nctu2, com identidade de 43%,
depositada no banco de dados PDB (Protein Data Bank — www.pdb.org) sob cédigo de acesso
3N17.

O modelo resultante de substituicdo molecular foi submetido a um ciclo
automdtico da construcdo do modelo utilizando o programa AutoBuild do PHENIX e, em
seguida, foi refinado com o programa PHENIX (espago reciproco) intercalando com ajustes
manuais do modelo com o mapa de densidade eletronica utilizando o programa Coot (espago
real).

Por fim, todas as imagens foram produzidas com o programa PyMOL (De Lano

Scientific).

6.15 Atividades Bioldgicas

6.15.1 Atividade antibacteriana

A realizagdo dos ensaios in vitro de atividade antimicrobiana foi baseada na
norma M7-A6 (Vol. 23 N° 2, CLSI, 2003) seguindo o método de microdilui¢ao em caldo para
determinacdo da concentra¢do inibitéria minima, de acordo com Baron e colaboradores
(1994).

Atividade antibacteriana da proteina recombinante em estudo foi avaliada contra

Escherichia coli ATCC 10536, Staphylococcus aureus ATCC 6538P e Pseudomonas
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aeruginosa ATCC 9027. Para isso, amostra purificada, filtrada em filtro 0,22 um (Milipore),
da rCV2935, expressa em E. coli, na concentragdo de 1,1 mg/mL foi utilizada.

Inicialmente, cada microorganimo testado foi cultivado em caldo BHI (brain
heart infusion) e incubado a 35 °C por 4-6 h. Em seguida, um ajuste da densidade celular,
também em caldo BHI, equivalente a escala McFarland 0,5 (1 x 108 UFC/mL) foi realizado.
ApOs esse ajuste, foi realizada uma dilui¢do de 100 vezes do indculo, mais uma vez em meio
BHI, para uma concentraco final bacteriana de 1 x 10° UFC/mL.

O ensaio foi realizado em placas de microtitulagao (96 pogos) de poliestireno, de
fundo chato. Cada pogo da placa continha o inéculo (100 pL), o meio de cultura liquido BHI
(80 uL) e a solugdo de rCV2935, para concentragdes finais que variaram de 110 a 0,5 pg/mL,
considerando o volume final de 200 uL por pogo. O controle positivo consistiu do antibidtico
amicacina, nas concentragdes de 120 a 0,5 ug/mL, e o controle negativo consistiu de dgua
ultrapura estéril. Logo apds a micropipetagem, as placas foram tampadas e incubadas a 35 °C
por 24 h, sem agitacdo, em ambiente escuro. Decorrido esse periodo, foi realizada a
observacdo da placa a olho nu (verificagdo de turvacdo visivel) e leitura da CIM
(concentragdo inibitéria minima) em leitor de Elisa, nos comprimentos de onda de 492 e 690

nm.

6.15.2 Atividade antifiingica (levedura)

O ensaio com Candida albicans ATCC 10231 foi realizado de acordo com a
metodologia descrita no item anterior, com duas modifica¢des: o meio de cultura Sabouraud
foi utilizado (ao invés de BHI) e o controle positivo consistiu do antifingico Nistatina, em

uma concentragao inicial de 10 UL

6.15.3 Atividade antifiingica (fungos filamentosos)

6.15.3.1 Cultivo dos fungos

Os fungos Colletotrichum lindemuthianum; Penicillium herquei € Rhizoctonia
solani foram cultivados em placas de Petri (100 x 15 mm), contendo 30 mL de meio Batata-
Dextrose-Agar (BDA) estéril. As culturas foram renovadas transferindo-se pellets de uma
placa contendo o fungo (estoque) para outra contendo somente o meio de cultura. Todos os

procedimentos foram realizados em camara de fluxo laminar. As placas inoculadas foram
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mantidas em cdmara de germinagdo do tipo BOD a 27 + 2 °C, umidade relativa de 70% e

fotoperiodo de 12 horas (claro/escuro).

6.15.3.2 Obtengdo da suspensdo de conidios

As suspensdes de conidios foram obtidas de acordo com a metodologia
estabelecida por Melo e colaboradores (1997), com algumas modificacdes. Os conidios foram
coletados a partir da adi¢dao de 10 mL de dgua destilada estéril sobre o micélio de cada fungo.
Para a liberacdo de conidios, movimentos suaves na superficie do micélio foram realizados
com auxilio de alca de Drigalski. Para a retirada de hifas, as suspensoOes obtidas foram
filtradas em dois panos de nylon de malha fina estéreis. Os conidios foram contados com
auxilio de uma camara de Neubauer em microscépio optico (Olimpus System Microscope BX

60). As suspensdes foram ajustadas para uma concentracdo de 2 x 10° conidios/mL.

6.15.3.3 Ensaio de inibicdo da germinagdo de conidios em meio liquido

O ensaio de inibicdo da germinacdo dos conidios em meio liquido foi realizado
segundo a metodologia descrita por Broekaert e colaboradores (1990), em placas de
microtitulacdo de poliestireno, de fundo chato com 96 pogos. Para montagem do ensaio, nos
pocos foram adicionados 10 puL da suspensdo de conidios, equivalente a uma quantidade de 2
x 10° conidios, 100 pL. da proteina recombinante rCV2935, expressa em E. coli, na
concentracdo de 1 mg/mL, e meio YPD (100 pL). O controle negativo utilizado foi tampao
acetato de so6dio 50 mM pH 5,2.

O crescimento fingico foi monitorado pela leitura da absorbancia a 630 nm, em
intervalos de 4 h, durante 76 h, em leitor de ELISA (Biotrack Il Plate Reader, Amersham
Biosciences, USA). A avaliacdo do potencial antifingico da proteina recombinante foi feita

pela andlise das curvas de crescimento dos fungos, quando comparadas aquelas dos controles.

6.15.4 Atividade inseticida

O efeito da quitinase recombinante rCV2935, expressa em E. coli, sobre o
crescimento e desenvolvimento do caruncho C. maculatus (Fabricius, 1775), foi avaliado em
bioensaios. Para tal, as proteinas secretadas pela E. coli para o meio de cultura, durante a
indug¢do da expressdao de rCV2935, foram concentradas por precipitacdo com sulfato de

amonio (para 95% de saturagdo) e a fracdo obtida (F0/95), contendo a proteina recombinante,
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foi liofilizada e incorporada em sementes artificiais preparadas com cdpsulas de gelatina,
como descrito por Leite et al. (2005).

A fracdo F0/95 foi incorporada em farinha de feijao-caupi (Vigna unguiculata)
nas concentragdes de 0,5, 1,0, e 2,0% (p/p). O controle consistiu de sementes artificiais
contendo apenas farinha de feijao-caupi. Os experimentos foram realizados em delineamento
inteiramente casualizado com trés (3) repeticOes para cada tratamento, com 10 sementes
artificiais em cada repeticao. As sementes artificiais foram acondicionadas em pequenos potes
plasticos com tampa perfurada. Adultos (machos e fémeas), com até 24 h de emergéncia de
sementes de feijao-caupi, foram colocados em contato com as sementes artificiais para que
houvesse a postura dos ovos sobre as mesmas. Os insetos permaneceram em contato com as
sementes por uma semana para que todas elas apresentassem seis a oito ovos. Quando
necessario, o excesso de ovos foi eliminado com auxilio de um estilete. Durante todo o
experimento, os potes foram mantidos a uma temperatura média de 28 + 1 °C, com
fotoperiodo de 12 h e umidade relativa ambiente (cerca de 70%).

Apdés o final do periodo de oviposicdo, as sementes foram monitoradas
diariamente até a emergéncia dos adultos. Nessa ocasido, o nimero de adultos emergidos de
cada repeticdo e o dia em que emergiram, em relacdo ao inicio da oviposicao, foi registrado.
O peso de cada adulto emergido também foi determinado. Com esses dados, foram calculados
o tempo médio de desenvolvimento e a percentagem de emergéncia de adultos.

Todos os resultados obtidos foram submetidos a Analise de Varidncia (ANOVA)
e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, usando 5% de significancia. As andlises
estatisticas foram realizadas com auxilio do programa GENES, desenvolvido pelo Prof.

Cosme Damido Cruz, da Universidade Federal de Vicosa.
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 Analise in silico da seqiiéncia deduzida da CV2935

A ORF CV2935 de C. violaceum ATCC 12472 codifica uma quitinase GH18
(AAQ60603), conforme classificagdo no banco de dados CAZy (CANTAREL et al., 2009). A
estrutura priméria da proteina codificada tem 439 residuos de aminoécidos (aa) e um pl
predito e massa molecular de 8.9 e 45,7 kDa, respectivamente.

A proteina tem uma estrutura modular (Figura 4), compreendendo um dominio de
ligacdo a quitina tipo 3 de 49 aa (ChtBD3; residuos de 26 a 74) na regido N-terminal, seguido
por um linker rico em prolina/treonina/glicina (residuos de 75-106) e um dominio catalitico
constituido por 310 aa (CatD GHI8; residuos de 107 a 416), na regido C-terminal. Um
peptideo sinal (residuos 1 a 23) no N-terminal também foi predito pelo software SignalP,
sugerindo que a proteina codificada pela ORF CV2935 € sintetizada como uma pré-proteina,
presumivelmente alvo para a via secretoria (Sec) de C. violaceum. A proteina é aqui referida

como CvChi45 (para precursor da quitinase, de 45 kDa, de C. violaceum).

Figura 4 - Estrutura modular da quitinase CV2935 de Chromobacterium violaceum

MRRTTGRAIAMAMLLALGQHAWAAACPGWAEGTAYKVGDVVSYNNANYTALVA
HTAYVGANWNPAASPTLWTP
HALVGYWHNFANPSGSAFPLSQVSADWDVIVVAFADDAGNGNVSFTLDPAAGS
AAQFIQDIRAQQAKGKKVVLSLGGONGSVTLNNATQVONFVNSLYGILTQYGF
DGIDLDLESGSGIVVGAPVVSNLVSAVKQLKAKIGPNFYLSMAPEHPYVQGGF
VAYGGNWGAYLPIIDGLRDDLSVIHVQYYNNGGLYTPYSTGVLAEGSADMLVG
GSKMLIEGFPIANGASGSFKGLRPDQVAFGVPSGRSSANSGFVTADTVAKALT
CLTTLQGCGSVKPAQAYPAFRGVMTWS INWDRRDGYTF SRPVAASLRQQOPVAA
OAGKKKAARATRTAW

A estrutura primdria da protefna codificada tem 439 residuos dee aminodcidos (aa), compreendendo um dominio
de ligacdo a quitina de 49 aa (em amarelo; residuos de 26 a 74) na regido N-terminal, seguido por um linker rico
em prolina/treonina/glicina (em rosa; residuos de 75-106) e um dominio catalitico constituido por 310 aa (em
azul turquesa; residuos de 107 a 416), na regido C-terminal. Um peptideo sinal (sublinhado; residuos 1 a 23) no
N-terminal também foi predito pelo software SignalP.

Buscas nos bancos de dados CDD, Smart e Pfam revelaram que o dominio de
ligacdo a quitina (ChBD - chitin binding domain) de CvChi45 (ChBD¢,chias) € de tipo 3
(ChtBD3), pertencente a familia 12 de moddulos de ligacdo a carboidratos (CBM12) na

classificacdo CAZy.J4 andlise no banco de dados de proteinas utilizando a ferramenta
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BLAST (NCBI) demonstrou elevada similiaridade de ChBD¢,chiss com diversos dominios de
ligacdo a quitina de origem bacteriana, tais como aqueles encontrados em trés quitinases de
Aeromonas sp. 10S-24 (59,0%, 61,3% e 63,6%, de identidade, respectivamente) (SHIRO et
al., 1996), para ChBD de uma quitinase de Janthinobacterium lividum (54,5% de identidade)
(GLEAVE et al.,, 1995) e para uma proteina de ligacdo a carboidrato de Clostridium
botulinum B1 estirpe Okra (52,2% de identidade) (SMITH et al., 2007) (Figura 5-A).

Os dominios de ligacio a quitina (ChtBD) ocorrem freqiientemente como
moédulos acessérios em quitinases, e trés tipos de tais dominios ndo cataliticos foram
reconhecidos: ChtBD1 e ChtBD2 e ChtBD3 (HENRISSAT, 1999). A superfamilia ChtBD3
inclui médulos de aproximadamente 40-60 residuos que se ligam a celulose e/ou quitina, e
que compreendem as familias CBM5 e CBM12 da classificagdo CAZy. Uma caracteristica
desse tipo de ChBD € a presenca de seis residuos arométicos conservados (correspondentes a
Trp29, Tyr35, Tyr43,Tyr48, Trp62 e Trp’' na estrutura primdria de CvChi45; Figura 5-A), bem
como trés residuos com cadeias laterais hidrofobicas (Val“, Ala® e Leu’ na seqiiéncia de
aminoécidos de CvChi45) que, acredita-se, serem importantes na determinacdo da estrutura
do dominio e na ligagdo a quitina. Por exemplo, o ChBD da quitinase Al de Bacillus
circulans WL-12 (ChBDcpia1) tem uma estrutura globular e compacta, com a topologia de
“sanduiche-f” trancado, contendo duas folhas-f antiparalelas, que sdo compostas de trés e
duas fitas, respectivamente, e um core formado por residuos aromaticos e hidrofébicos
(IKEGAMI et al., 2000). Os cinco residuos arométicos (Trp®®, Tyr®®?, Tyr®”, Tyr®” e Trp™®)

A , . 1t 66 677 6
e os trés residuos hidrofébicos (Val 8, Cys"'’, e Leu 93

) que contribuem para o core de
ChBDcpia; s@o conservados no ChBDc¢,cpiss, €xceto que Cys677 ¢ substituido por Ala™ (na
CvChi45). O sexto residuo aromatico conservado em ChBDcpiaai, Trp687 (correspondente a
Trp® na estrutura priméria de CvChi45) estd localizado na superficie da proteina, onde ele
tem um papel importante na ligacdo ao substrato, provavelmente mediada por interacdes
hidrofébicas de empilhamento com os anéis de piranose do substrato, como sugerido por
ensaios de ligacdo e dados de mutagénese (HASHIMOTO ET AL, 2000;. FERRANDON ET
AL, 2003;. HARDT; LAINE, 2004).

Além disso, os ChtBD3s tem sido ainda subdivididos nos grupos A e B: grupo A
tem um motivo stWWst (s para um residuo de cadeia lateral pequeno e t para um residuo tfurn-
like, respectivamente), que € ausente no grupo B (BRUN et al, 1997) . No ChBD¢ychiss este

motivo estd ausente, sendo entdo substituido pela seqiiéncia de ’ALVAHT™ (Figura 5-A) e,

portanto, ele € classificado como um ChtBD3 do grupo B.
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Figura 5 — Alinhamento miultiplo da CV2935 com sequéncias de aminodcidos de diferentes quitinases e outras

proteinas relacionadas disponiveis em bancos de dados
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(A) Alinhamento da regido codificadora do dominio de ligacdo a quitina de CV2935 com sequéncias de

quitinases de Aeromonas sp (BAA09627, BAA09626, BAA(09629), proteina que se liga a carboidrato de

Clostridium botulinum B1 (YP_001781522), quitinase de Janthinobacterium lividum e quitinase de Bacillus

circulans WL-12 (1ED7). (B) Alinhamento do dominio catalitico de CvChi45 com os dominios quitinoliticos

encontrados em quitinases de Xanthomonas sp. AK (BAA36460), Cellvibrio japonicus (YP_001983448) e de

Bacillus cereus (3N11).
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O ChBD¢ychiss estd conectado ao dominio catalitico (CatD) por uma seqiiéncia de
31 residuos rica em prolina, treonina e glicina (Figura 4). Em GHs bacterianas modulares,
como celulases, xilanases e quitinases, segmentos desordenados, e flexiveis, ricos em prolina
e residuos de hidroxiaminodcidos (serina e treonina), bem como alanina e glicina, que sao
chamados PT-rich linkers, sdo comumente encontrados conectando o dominio de ligacdo ao
substrato, ndo catalitico, com o dominio enziméatico (RABINOVICH et al, 2002;. GILKES et
al 1991).

O dominio catalitico de CvChi45 (CatD¢ychiss), ilustrado nas figuras 4 e 5-B,
compreende cerca de 2/3 da proteina codificada, no qual o padrdo de “assinatura” do sitio
ativo das quitinases pertencentes a familia GH18 (sequéncia consenso: [LIVMFY]-[DN]-G-
[LIVMF]-[DN]-[LIVMF]-[DN]-x-E) corresponde ao segmento >'’FDGIDLDLE®*. Trés
motivos consensos conservados nos dominios cataliticos de todas as quitinases GH18 sdo
encontrados no CatDcychias (Figura 5-B). Esses motivos estruturais estdo envolvidos na
ligacdo ao substrato (ISOSXGGm) e na catalise (213DxxDxDxE220 e 292QXYN295; esses
numeros referem-se a seqiiéncia de aminoacidos de CvChi45), respectivamente (PERRAKIS
ET AL, 1994;. SYNSTAD et al, 2004; VAAJE-KOLSTAD et al., 2004).

O dominio catalitico de CvChi45 mostrou valores de identidades elevadas com os
dominios quitinoliticos encontrados em quitinases de Xanthomonas sp. AK (SAKKA et al.,
1998), Cellvibrio japonicus Uedal07 (DEBOQOY et al., 2008) e de diferentes cepas de Vibrio

cholerae, como ilustrado na Figura 5-B.

7.2 Amplificacao da ORF CV2935

O resultado da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) realizada com os
iniciadores especificos para a ORF CV2935, completa e sem os nucleotideos que codificam o
peptideo sinal, para posterior clonagem em Escherihcia coli e Pichia pastoris,
respectivamente, utilizando como molde o DNA gendmico de C. violaceum, pode ser
observado na eletroforese em gel de agarose 1,0 % evidenciada na Figura 6 (A, B). Foi
observada a especificidade da banda para ambos os produtos amplificados nas temperaturas
de 65 °C (utilizando iniciadores destinados a clonagem em E. coli) e 68 °C (utilizando
iniciadores destinados a clonagem em P. pastoris). As bandas observadas, de tamanho
aproximado a 1.320 pb e 1.248 pb, estdo coerentes com o tamanho da ORF CV2935 completa
e da ORF CV2935 sem a regido codificadora do peptideo sinal, respectivamente, de acordo

com a seqiiéncia que foi depositada no banco de dados GenBank.
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Figura 6 — Eletroforese em gel de agarose 1,0% dos produtos da amplificagdo por
PCR da ORF CV2935 a partir do DNA gendmico de C. violaceum
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Foram utilizadas as temperaturas de anelamento de 65 e 68 °C, para amplificacdo
da seqiiéncia completa (A) e da seqiiéncia sem a regido codificadora do peptideo
sinal (B), para clonagem em E. coli e P. pastoris, respectivamente. Os pogos M
contém 300 ng do marcador ¢-X174 RF DNA/Haelll Fragments (Biolabs).

7.3 Clonagem da ORF CV2935 no vetor de expressao pET303/CT-His

Apds a confirmagdo da amplificacdo especifica dos produtos desejados, reacdes
de PCR em quintuplicata foram realizadas a fim de obter uma quantidade satisfatoria de
produto para digestao e posterior inser¢ao no vetor pET303/CT-His. Dessa forma, produtos de
PCR purificados e o plasmidio pET303/CT-His foram digeridos com as enzimas Xhol e Xbal
e posteriormente foi realizada a reagcao de ligacdo com a enzima T4 DNA ligase. Em placas de
meio LB dgar (contendo carbenicilina 100 pg/mL e estreptomicina 30 ug/mL) inoculadas com
os produtos eletroporados com as reacdes de ligacdo, foi observado o aparecimento de
colonias de E. coli TOP10F’ possivelmente transformadas. Assim sendo, foram selecionadas 6
colonias para a extracdo de DNA plasmidial e verificacdo da transformacdo. A Figura 7
mostra a eletroforese em gel de agarose 0,8% dos plasmidios extraidos das colonias
selecionadas. Para confirmagdo da transformacgdo, reagcdes de PCR com os iniciadores
especificos para a ORF CV2935 e digestdo com as enzimas Xhol e Xbal dos plasmidios pET-
CV2935 foram realizadas. Os resultados estdo mostrados nas Figuras 8-A e 8-B,

respectivamente. Houve a amplificacdo de uma banda correspondente a 1.320 pb em todos os
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clones, com excecdo do clone 3. Assim sendo, os clones 1, 2, 4, 5 e 6 foram digeridos e todos
apresentaram um produto liberado do vetor de tamanho coerente para a ORF CV2935 (1.320
pb).

Figura 7 — Eletroforese em gel de agarose 0,8% dos plasmidios extraidos pET303/CT-His ::
CV2935 de células de E. coli TOP10F’
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O pogo M contém 300 ng do marcador ADNA/Hind III Fragments (BioLabs) e os pogos 1 a 6
contém cerca de 2 ug dos plasmidios pET303/CT-His :: CV2935 extraidos dos clones 1 a 6,
respectivamente. O poco C contém 2 pg do plasmidio pET303/CT-His integro.

Figura 8 — Experimentos para confirmagﬁo da clonagem em pET303/CT-His

(A) Eletroforese em gel de agarose 1% dos produtos de PCR amplificados a partir de plasmidios
pET303::CV2935 purificados de E. coli TOP10F’, realizada com os iniciadores especificos para a
seqiiéncia codificadora da quitinase de C. violaceum. Os pocos 1 a 6 contém 5 pL das reacdes dos clones
1 a 6, respectivamente. O pogo C contém 5 pL da reacdo com o plasmidio integro. (B) Eletroforese em
gel de agarose 0,8% dos produtos de digestdo obtidos a partir de plasmidios pET303::CV2935 purificados
de E. coli TOP10F’, realizada com as enzimas de restricdo Xhol e Xbal. Os pogos 1 a 6 contém 10 pL das
reacOes dos clones 1, 2, 4, 5 e 6, respectivamente. O poco C contém o produto da reacdo da digestdo do
plasmidio pET303/CT-His integro. O poco M; contém 300 ng do marcador ADNA/Hind Il Fragments
(BioLabs) e M, contém 300 ng do marcador 0X174 DNA/Hae 111 Fragments.
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Com esses resultados da confirmacdo, uma solugdo de 50 ng de plasmidio pET-
CV2935, do clone 5, foram eletroporados em células de E. coli BL21(DE3) para expressao da

proteina recombinante.

7.4 Clonagem da ORF CV2935 no vetor de expressao pPICZoA

Mais uma vez, foram realizadas reagdes de PCR em quintuplicata a fim de obter
uma quantidade satisfatoria de produto para digestdao e posterior inser¢ao no vetor pPICZoA.
Em seguida, produtos de PCR purificados e o plasmidio pPICZaA foram digeridos com as
enzimas EcoRI e Xbal e, posteriormente, foi realizada a reacdo de ligagdo com a enzima Ty
DNA ligase. Foi observado, em placas de meio LB low salt dgar (contendo zeocina 25
ug/mL) inoculadas com os produtos eletroporados com as reagdes de ligagdo, o aparecimento
de colonias de E. coli TOPIOF possivelmente transformadas. Assim sendo, foram
selecionadas 5 colonias para a extracdo de DNA plasmidial e verificacdo da transformacdo. A
Figura 9 mostra a eletroforese em gel de agarose 0,8% dos plasmidios extraidos das coldnias
selecionadas. Para confirmagdo da transformacgdo, reacdes de PCR com os iniciadores
especificos para a ORF CV2935, sem a regido codificadora do peptideo sinal, e digestdo com
as enzimas EcoRI e Xbal dos plasmidios pPIC-CV2935 foram realizadas, e os resultados
estdo mostrados nas Figuras 10-A e 10-B, respectivamente. A amplificacio de uma banda
correspondente a 1.248 pb é observada em todos os clones, com excecdo do clone 4. Assim,
todos os clones foram submetidos a reacdo de digestdo e, com exce¢do do clone 4, como
esperado diante do resultado obtido com a reacdo de PCR, todos outros apresentaram um
produto liberado do vetor de tamanho coerente para a ORF CV2935 (1.248 pb) e outro
coerente para o plasmidio pPICZaA (3.600 pb).

Para prosseguir com a transformacao de células de Pichia pastoris, o clone 1 foi
cultivado em meio LB low salt (contendo zeocina 25 pg/mL) para extracio de DNA
plasmidial em larga escala (midiprep), visto que é necessaria uma quantidade maior (10 pug)

de plasmidio recombinante para as etapas seguintes da clonagem.



Figura 9 — Eletroforese em gel de agarose 0,8% dos plasmideos pPICZaA :: CV2935 extraidos
de células de E. coli TOP10F’
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O poco M contém 300 ng do marcador ADNA/Hind III Fragments (BioLabs) e os pogos 1 a 5
contém cerca de 2 pug dos plasmidios pPICZaA:: CV2935 extraidos dos clones 1 a 5,
respectivamente. O poco C contém 2 pg do plasmidio pPICZaA integro.

Figura 10 — Experimentos de confirmacdo da transformacdo da clonagem em pPICZoA. (A)
Eletroforese em gel de agarose 1% dos produtos de PCR amplificados a partir de plasmidios
pPICZaA::CV2935 purificados de E. coli TOP10F’, realizada com os iniciadores especificos
para a seqiiéncia codificadora da quitinase de C. violaceum

Os pogos 1 a 5 contém 5 pL das reacdes dos clones 1 a 5, respectivamente. O po¢o C contém 5
pL da reacdo com o plasmidio integro. (B) Eletroforese em gel de agarose 0,8% dos produtos de
digestdo obtidos a partir de plasmidios pPICZaA::CV2935 purificados de E. coli TOP10F’,
realizada com as enzimas de restricdo EcoRI e Xbal. Os pocos 1 a 5 contém 10 pL das reacdes
dos clones 1 a 5, respectivamente. O poco M; contém 300 ng do marcador ADNA/Hind III
Fragments (BioLabs) e M, contém 300 ng do marcador ¢X174 DNA/Hae 111 Fragments.
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7.5 Confirmacido da transformacio de células de Pichia pastoris KM71H, com o vetor
recombinante pPICZaA-CV2935

Em placas de meio YPDS 4gar (contendo zeocina 300 ug/mL) inoculadas com os
produtos da eletroporagdo do vetor recombinante linearizado foi observado o aparecimento de
colOnias de P. pastoris possivelmente transformadas. A utilizagdo do antibidtico em uma
concentracdo elevada para a selecdo de coldnias putativamente recombinantes se deu tendo
em vista que, quanto maior a resisténcia ao antibiético, maior a probabilidade de que um
nimero maior de cdpias do plasmidio recombinante tenha sido integrado ao DNA gendmico
da levedura.

A extracao do DNA genomico de 3 coldnias escolhidas ao acaso foi confirmada
por eletroforese em gel de agarose 0,8% (Figura 11). A extra¢do e integridade do DNA
genOdmico dos 3 clones de P. pastoris KM71H foram confirmados pela preseng¢a de uma tnica
banda, de altura elevada (préxima a primeira banda do marcador que corresponde a 23.000
pb), visualizada no gel. Além disso, é possivel perceber que o rendimento da extracdo de
DNA gendmico de P. pastoris foi satisfatério, devido a intensidade da banda referente ao

DNA extraido.

Figura 11 — Eletroforese em gel de agarose 0,8% das amostras de DNA gendmico de Pichia
pastoris KM71H apds transformacéo com pPICZoA :: CV2935

Os pocos 1 a 3, contém cerca de 3 ug de DNA gendmico extraidos dos clones 1 a 3,
respectivamente. O pogo M contém 300 ng do marcador ADNA/Hind III Fragments
(BioLabs)
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O resultado da confirmacdo da integracio do vetor recombinante do DNA
genOmico de P. pastoris KM71H, por meio de reacdo de PCR, estd representando na Figura
12. Houve amplificacdo de uma banda correspondente a 1.338 pb para a amostra do clone 3,
tamanho esperado para o produto da amplificacdo utilizando os iniciadores a-factor e
CV2935Pichia-rev, uma vez que o primer senso utilizado (a-factor) anela em uma por¢ao do
plasmidio pPICZaA, anterior a regido do inserto. O clone 3 foi o tnico cuja a transformagao
foi confirmada, e por esse motivo, utilizado na etapa de indugdo da expressdo da proteina

recombinante.

Figura 12 — Eletroforese em gel de agarose 1% dos produtos de PCR
realizada com os iniciadores a-factor e CV2935Pichia-rev utilizando
como molde DNA gendmico de Pichia pastoris KM71H
PICZaA::CV293

Os pogos 1 a 3 contém 5 puL de reagdo de PCR dos clones 1 a 3,
respectivamente. O pogo M contém 400 ng do marcador GeneRuler™
Express DNA Ladder (Fermentas).

7.6 Inducao da expressao da proteina recombinante rCV2935 em Escherichia coli

A inducdo da expressdo da quitinase recombinante em células de E. coli BL21
(DE3) foi realizada com um clone escolhido de forma aleatéria. A inducdo da expressao,
como ja realizada por Lobo (2009), foi conduzida a 37 °C, sob agita¢do constante, com a
adi¢do de IPTG 500 mM para uma concentracdo final de 0,5 mM. A coleta do sobrenadante
foi realizada ap6s 24 horas de inducdo.

Como esperado, a quitinase rCV2935 foi detectada no meio de cultura livre de
células. E possivel observar na Figura 13-A, por meio de ensaio enzimdtico utilizando quitina

coloidal como substrato, que a atividade quitindsica presente no meio de cultura aumenta com



Figura 13 — Eficiéncia da secre¢do da rCV2935
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(A) Atividade quitindsica, expressa em nmol de GIcNAc liberado por mL por hora, detectada na fragdo
0/95 do meio de cultura livre de células, portando plasmidio recombinante e nio-recombinante, nos
tempos de coleta 0, 2, 4, 6, 8 e 24 horas. (B) Grafico que ilustra a eficiéncia da secrecdo da quitinase
rCV2935 produzida em E. coli, demonstrando a atividade quitindsica mensurada nas diferentes fragdes
celulares.
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o passar das horas da indugdo, o que confirma a producdo e secrecdo da proteina
recombinante na sua forma funcional.

A Figura 13-B ilustra a eficiéncia do peptideo sinal intrinseco da proteina na
secrecdo da mesma pela célula hospedeira [E. coli BL21(DE3)]. A atividade quitinolitica
detectada no meio extracelular € cerca de 10 vezes maior do que a detectada na fragcdo celular
periplasmatica e na fracao celular soluivel.

Bruberg e colaboradores (1995) clonaram e expressaram um gene que codifica
uma quitinase de Serratia marcescens em E. coli e em outra estirpe de S. marcescens. A
localizagdo celular da quitinase foi estudada utilizando dois métodos de fracionamento celular
(choque osmético e esferoplasto) e técnicas imunocitoquimicas. Essas andlises mostraram que
a quitinase localizava-se no citoplasma da E. coli, enquanto que em S. marcescens ela era
exportada para o periplasma. A andlise de atividade enzimadtica da quitinase isolada de fracdes
periplasmaticas de S. marcescens portando o gene clonado mostrou que a exportacdo da
enzima ndo é acompanhada de processamento N-terminal. A quitinase ndo mostrou nenhuma
das caracteristicas que tém sido propostas que direcionam a exportagdo de outras proteinas
extracelulares nao-processadas, como a hemolisina de E. coli e pode portanto ser secretada
por um mecanismo até entdo desconhecido. Além disso, como demoraram varios dias para E.
coli produzir um halo de degradacdo da quitina, os autores suspeitaram de que a atividade
quitinolitica extracelular poderia ser devido a lise das células, ao invés de secrecdo da
quitinase recombinante.

Bactérias gram-negativas, tais como Pseudomonas aeruginosa, produzem muitas
proteinas que sdo exteriorizadas para o ambiente extracelular através das vias de secrecdo I, 11
e III. Folders e colaboradores (2001) identificaram um gene (Chic) que codifica para uma
enzima quitinolitica extracelular. O gene codifica uma cadeia polipeptidica de 483 residuos de
aminodcidos, sem uma seqiiéncia N-terminal tipica. No entanto, um segmento N-terminal de
11 residuos foi encontrado como sendo clivado apds a secrecdo da proteina. A proteina
identificada apresenta similaridade com quitinases secretadas de Serratia marcescens, de
Vibrio harveyi e de Bacillus circulans, e consiste em um dominio catalitico e um dominio de
ligacdo a quitina, que sdo separados por um dominio de fibronectina tipo III. Apés 24 horas
de crescimento, a maior parte da quitinase produzida foi encontrada no meio intracelular,
enquanto que apenas pequenas quantidades foram detectadas no meio de cultura. No entanto,
depois de varios dias de indug¢do, uma grande quantidade de quitinase intracelular foi quase

esgotada, e a proteina foi, entdo, encontrada no meio de cultura.
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O gene que codifica uma quitinase (ChiaA) de Xanthomonas sp estripe AK foi
clonado em E. coli e sua seqiiéncia de nucleotideos foi determinada. A seqiiéncia deduzida de
ChiA mostrou que se tratava de uma enzima composta de um peptideo sinal localizado na
por¢cao N-terminal e quatro dominios na seguinte ordem: um dominio de ligagdo de quitina;
dois dominios de fibronectina tipo III; e um dominio catalitico tipico da familia GH18. Apds a
expressdao da proteina recombinante e determinacdo da seqiiéncia N-terminal, foi observado
que a seqiiéncia encontrada correspondia ao 25° residuo de aminoacido em diante, indicando
que a seqiiéncia N-terminal dos 24 aminodcidos iniciais era de fato um peptideo sinal, que foi
reconhecido pela célula hospedeira, clivado, sendo a enzima recombinante secretada para o
espaco periplasmético (SAKKA et al., 1998).

Uma quitinase de Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki HD-73 (Chia-HD73), foi,
também secretada, pela bactéria recombinante (E. coli DH5aF) utilizando seu peptideo sinal
nativo. Ensaios com quitoligossacarideos fluorogénicos [4-MU-GIcNAc, 4-MU (GlcNAc), 4-
MU-(GlcNACc)3;] mostraram que a Chia-HD73 apresentou maior atividade hidrolitica contra o
derivado tetramérico, indicando que Chia-HD73 atua, principalmente, como uma
endoquitinase (BARBOZA-CORONA et al., 2008).

Ghasemi e colaboradores (2011) produziram duas quitinases recombinantes de
Bacillus pumilus SG2, que, em sua forma nativa, sdo secretadas para o meio extracelular.
Porém, os autores amplificaram por PCR e clonaram apenas a regiao codificadora das
proteinas, sem a regido dos peptideos sinais, e, dessa forma, as proteinas recombinantes
expressas por 4 horas, induzidas com IPTG em uma concentracdo final de 1 mM, ficaram
retidas no citoplasma de E. coli M15.

O gene chi, que codifica para uma quitinase da familia GH18 da bactéria gram-
positiva Bacillus licheniformis DSM13 (ATCC 14580) foi clonado em vetores induziveis para
expressao em lactobacilos e entdo produzida em Lactobacillus plantarum WCFS1. No
entanto, foi visto que tanto a constru¢do que continha apenas a regido codificadora da proteina
como a constru¢ao com a seqiiéncia completa contendo o peptideo sinal original resultaram
em producdo intracelular da proteina recombinante, ndo sendo detectada nenhuma atividade
quitinolitica no meio de cultura. Os autores sugeriram que o tamanho da quitinase expressa
(65 kDa) teria sido uma das razdes para que nao houvesse a secre¢do. Além disso, a producao
global da quitinase recombinante nesse estudo foi relativamente baixa, e se a eficiéncia da
secrecao foi baixa, ndo foi possivel detectar atividade quitindsica no sobrenadante (NGUYEN

etal., 2012).
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A secrecdo de proteinas recombinantes para o meio de cultura ou periplasma de E.
coli tem muitas vantagens sobre a producdo intracelular. Algumas dessas vantagens incluem
maior estabilidade do produto e solubilidade, provavelmente devido aos niveis mais baixos de
proteases de E. coli que podem ser encontradas nesses locais, aumento da atividade bioldgica
e autenticidade do N-terminal da proteina expressa porque muitas vezes envolve a clivagem
de uma seqiiéncia sinal. Além disso, facilitar a purificacdo de proteinas recombinantes tendo
em vista a presenca de menos proteinas contaminantes nestes locais (CHOI et al 2000;
MERGULHADO et al, 2005).

Os peptideos sinais bacterianos normalmente consistem de 15-30 residuos de
aminodcidos e todos compartilham uma caracteristica estrutural comuns: um dominio
hidrofébico (dominio H) de cerca de 10-20 aminodcidos, que pode ser precedido por um curto
dominio de cerca de 2 a 10 aminoécidos carregados positivamente (dominio N); em geral, as
seqiiéncias sinais sao ricas em aminodcidos hidrofébicos, tais como alanina, valina e leucina,
um recurso essencial para a secrecdo das proteinas no periplasma de E. coli; o sitio de
clivagem (dominio C) é geralmente menos hidrofébico, contém uma seqiiéncia reconhecida
pela peptidase sinal, e conforme a regra -3, 1, ou seja, o residuo na posi¢do -1 deve ter uma
cadeia lateral pequena e neutra, como € o caso da alanina, glicina, e serina, e isso também vale
para o residuo na posicdo -3; alanina € mais freqiientemente encontrada nas posicoes -1 e -3,
formando a seqiiéncia Ala-Ala-X, que € reconhecida e clivada pela peptidase sinal I
(PUGSLEY 1993, CHOI; LEE, 2004).

Embora a secre¢do de proteinas em E. coli seja um processo complexo, os
mecanismos mais utilizados para secre¢do de proteinas recombinantes, bem como proteinas
nativas, sao os do tipo I e tipo II, que sdo maquinarias que envolvem muitas proteinas, tais
como HlyB, HlyD e Tolc, para o tipo I , e muitas vias, como via de secre¢do dependente de
SecB, particula de reconhecimento do sinal (SRP) e da translocacdo twin-arginina (TAT),
para o tipo 1. Porém, ¢ comum encontrar, na literatura, autores que sugerem que 0 mecanismo
pelo qual proteinas recombinantes sdo secretadas para o meio de cultura é devido ao
“vazamento” do conteido perisplasmaético.

Especula-se que a via utilizada para a secrecdo da proteina recombinante rCV2935
na hospedeira E. coli foi a via de tipo II. O sistema de secre¢do tipo Il € o mais complexo e
apresenta um maior grau de especificidade das espécies e especificidade da proteina secretada
que o sistema tipo I. O transporte de proteinas recombinantes através do periplasma é
realizado através do sistema de secrecdo de E. coli, e, presumivelmente, existem sistemas

homdlogos em outras bactérias gram-negativas. Em muitas proteinas, a fusdo de uma
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seqiiéncia sinal procaridtica € suficiente para promover sua translocagdo através da membrana
citoplasmadtica no periplasma com a remog¢ao concomitante da seqiiéncia sinal (SANDKVIST;
BAGDASARIAN, 1996). No caso da rCV2935, ndo foi necessdria a fusao de uma sequéncia
sinal, visto que ela ja é uma proteina oriunda de um organismo procariético e Gram-negativo
(C. violaceum) que possui peptideo sinal préprio.

Takahara et al. (1984) mostraram, pela primeira vez, que o hibrido de enzimas
pré-formadas pela fusdo do peptideo sinal da proteina OmpA, de Escherichia coli, com a
nuclease A estafilococica, uma proteina secretada pelo Staphylococcus aureus, foi translocado
através da membrana citoplasmatica de E. coli e secretado no espagco periplasmatico
concomitante com clivagem do peptideo sinal.

Hoje em dia, muitos peptideos sinais, originados de organismos diferentes, estao
sendo usados para a secre¢do eficiente de proteinas recombinantes em E. coli, podendo citar
como exemplo OmpA (BARTHELEMY et al., 1993), PelB (LUCIC et al. 1998), OmpF
(SHIBUI et al., 1991), LamB (KLEIN et al. 1992) e endoxilanase (LEE et al., 2000). No
entanto, a presenga de um peptideo sinal ndo € sempre uma garantia da secrecao de proteinas
recombinantes de forma eficiente, principalmente para o meio de cultura. Muitos fatores
atuam para isso, como o estresse do hospedeiro, a préopria seqii€ncia sinal, e do tipo de
proteina desejada a ser secretada. Nao hd regra universal na escolha de um peptideo sinal
adequado que garanta a secrecdo de determinada proteina recombinante, isso deve ser

examinado em uma abordagem do tipo tentativa e erro (CHOI; LEE, 2004).

7.7 Inducao da expressao da proteina recombinante rCV2935 em Pichia pastoris

Um experimento de indugdo da quitinase recombinante de C. violaceum em P.
pastoris, com duracdo de 144 horas, foi realizado em cardter de varredura para andlise da
expressao da rCV2935. O metanol, indutor da expressao, foi adicionado a cada 24 horas, para
uma concentracao final de 1%. A Figura 14-A representa a eletroforese SDS-PAGE 15% com
amostras da fracdo 0/95 do meio livre de células coletado a cada 24 horas. O clone testado
expressou a quitinase rCV2935 a partir de 24 horas, como detectado no gel, caracterizado
pelo aparecimento de uma banda significativa de massa molecular aparente de 45 kDa. Esse
resultado indica que a proteina rCV2935 foi produzida com sucesso pela levedura Pichia
pastoris KM71H, sendo secretada para o meio de cultura, por meio do fator alpha.

O perfil da expressdo da proteina foi também evidenciado pelo kit Invision His-

tag in-gel Stain (Figura 14-B) que revela especificamente a cauda de histidina presente na
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extremidade C-terminal da proteina recombinante. Um aumento crescente da intensidade da
banda correspondente a quitinase recombinante no decorrer dos diferentes tempos de coleta

pode ser facilmente observado.

Figura 14 — Perfil de expressdo e deteccdo da quitinase recombinante de Chromobacterium violaceum produzida
em Pichia pastoris
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(A) Andlise por SDS-PAGE da fragcdo F0/95 do meio livre de células obtido a partir da inducio da expressdo de
rCV2935 em células de P. pastoris KM71H transformadas com o vetor pPICZaA::CV2935 - clone 3. As
amostras foram coletadas a cada 24 horas (0, 24, 48, 72, 96, 120 e 144 hs). A massa molecular aparente (kDa) da
banda referente a quitinase recombinante, indicada pela seta vermelha, foi estimada utilizando-se o marcador
Low Molecular Weight (GE Healthcare), representado no poco M . (B) Detec¢dao da rCV2935 com kit InVision
His-tag in-gel Stain

Com a finalidade de avaliar a funcionalidade da proteina recombinante produzida,
um ensaio enzimatico, com quitina coloidal como substrato, foi realizado, utilizando a frag¢ao
de 0/95 do meio de cultura livre de células coletado a cada 24 horas. Concomitantemente, foi
também analisado o teor de proteina solivel presente nos diferentes momentos de coleta. O
resultado estd representado na Figura 15. A atividade quitinolitica aumentou continuamente a
partir de 24 horas, atingindo seu valor méximo de 425 nmol/ml/hora em 144 horas, embora
valores bastante similares a esse tenham sido observados a partir de 96 horas de coleta. O
tempo 6timo de expressdo da rCV2935 em P. pastoris foi definido em 96 horas de inducéo,
uma vez que nesse momento de coleta foi observada maior atividade quitindsica especifica.

Ja foi relatada na literatura a clonagem e expressao de quitinases, de diferentes
organismos, em Pichia pastoris, tais como: dos fungos Chaetomium cupreum (WANG;
YANG, 2009), Limonium bicolor (LIU et al., 2010), Trichoderma atroviride (ARRIAGA, et
al., 2010) e Aspergillus fumigatus (JAQUES et al., 2003), das plantas Bambusa oldhamii
(KUO et al., 2008), Oryza sativa (TRUONG et al., 2003), entre outras, e até de uma quitinase
humana (GOODRICK, et al., 2001).
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Figura 15 — Atividade quitindsica e dosagem de proteinas totais soliveis presentes na
fracdo FO0/95 do meio livre de células durante a indugdo da expressdo da quitinase
recombinante rCV2935 emP. pastoris KM71H
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A inducdo ocorreu durante 144 horas e o meio livre de células foi coletado a cada 24 horas.
Uma unidade (U) foi definida como 1 nmol de GlcNAc liberado/mL/hora, a 37 °C.

O tnico relato de expressdo de uma quitinase bacteriana em P. pastoris foi o
trabalho publicado por Lee e colaboradores (2010), no qual o gene que codifica para uma
endoquitinase da bactéria psicrofilica da Antartica Sanguibacter antarctius (KCTC 13.143)
foi clonado e expresso em P. pastoris, com otimizacdo de cddons. Ou seja, para gerar a
enzima madura, 25 aminodcidos de um peptideo sinal putativo foram eliminados, assim como
foi feito para a CV2935, e a regido codificadora otimizada de acordo com codon usage de
Pichia pastoris usando algoritmos que substituem cdédons raros, estruturas problematicas de
mRNA e vérios elementos-cis que possam atrapalhar na transcricao e traducdo. Por fim, a
quitinase recombinante foi purificada por cromatografia hidrofébica em coluna de fenil-
Sepharose, apresentou atividade quitindsica em baixas temperaturas e o rendimento obtido foi
de apenas 1 mg por litro de cultura em biorreator, para surpresa dos pesquisadores, que

esperavam um rendimento significativamente maior.
7.8 Purificacao da quitinase recombinante
A inducdo da expressdo da quitinase rCV2935 em maior escala foi realizada sob

as mesmas condicdes descritas anteriormente, modificando-se apenas os volumes de cultura

para 500 mL e 1 L para inducdo da expressao em E. coli e em P. pastoris, respectivamente.



78

Ao final das inducdes o meio de cultura foi centrifugado e dialiasado exaustivamente contra
dgua destilada para posterior precipitacio de proteina com sulfato de amoénio para um
intervalo de saturagdo de 0-95.

Trés métodos de purificagdo foram testados: cromatografia de afinidade em niquel
imobilizado; cromatografia de afinidade em matriz de quitina e cromatografia de exclusao
molecular em matriz de Superdex 75.

Como estratégia inicial, uma matriz de Sepharose com niquel imobilizado foi
utilizada na tentativa de purificar a quitinase recombinante, uma vez que as mesmas foram
produzidas com a cauda de histidina, como confirmado pela deteccdo em gel com o kit
Invision His-tag in-gel Stain (Figura 16). E importante ressaltar que, nesse ensaio de detec¢do
da cauda de histidina em gel, as proteinas estavam completamente desnaturadas, e, portanto, a

cauda de histidina estava acessivel ao fluor6foro.

Figura 16 — Deteccdo das quitinases recombinantes de Chromobacterium
violaceum produzida em E. coli e P pastoris com kit InVision His-tag in-
gel Stain

O marcador Low Molecular Weight (GE Healthcare) estd representado no
pogo M.

O material retido na matriz foi eluido com concentragdes crescentes de imidazol
(10 a 500 mM) sendo observado que ambas as proteinas recombinantes nio interagiram com a
matriz. Portanto, elas foram eluidas imediatamente com o tampao de equilibrio na auséncia de
imidazol (Tris-HCI 50 mM contendo NaCl 0,5M) logo no inicio do processo cromatografico.

Uma possivel explicacdo para isso é que, devido ao enovelamento assumido pela
proteina, a cauda de histidina, ligeiramente hidrofébica, localizada na por¢do C-terminal da

proteina, se inseriu em uma parte mais interna, também hidrofébica, da proteina, ficando,
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conseqiientemente, pouco exposta para interagir com a matriz. Assim, mesmo apds varias
tentativas, a cromatografia de afinidade em niquel imobilizado foi descartada como método de
purificacdo da quitinase recombinante, produzida em ambos os sistemas.

Tendo em vista o insucesso da purificacdo da quitinase recombinante por meio de
cromatografia em niquel imobilizado a estratégia seguinte foi utilizar uma matriz de quitina
para obter amostra pura da proteina em estudo. A fragdo 0/95, solubilizada em tampao acetato
de s6dio 50 mM pH 5,2, contendo NaCl 1 M, foi aplicada na coluna de quitina.

O pico nao retido (PI), eluido com o tampao de equilibrio (acetato de sédio 50
mM pH 5,2 contendo NaCl 1M), foi recuperado em aliquotas de 10 mL a um fluxo constante
de 1 mL/minuto. Ja o pico retido (PII) na coluna de quitina, eluido com acido acético 0,1 M,
foi recuperado em aliquotas de 1,5 mL a 1 mL/minuto. Todas as aliquotas foram analisadas
através da medida da absorbancia a 280nm (Ajgp) ao longo de todo processo cromatogréfico,

como representado na Figura 17-A.

Figura 17 - Purificacdo da quitinase recombinante de C. violaceum produzida em E. coli
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(A) Perfil cromatografico do processo de purificacdo da rCV2935. (B) Andlise por
SDS-PAGE das etapas de purificagdo. No poco M, marcador de peso molecular Low
Molecular Weight (GE Healthcare). Nos pogos seguintes, a fragdo F0/95 do meio livre
de células; o pico ndo retido em matriz de quitina (PNR ou PI) e fragdo eluida 4cido
acético 0,1 M (PRAcO0,1 ou PII).

Aliquotas do pico retido, eluido com &cido acético 0,1 M, que apresentaram as
maiores leituras em Ajgy foram reunidas, e dialisadas exaustivamente contra dgua. Essa
amostra foi entdo concentrada por ultrafiltracdo, em concentradores Vivaspin com limite de
exclusdo (cutoff) de 30 kDA (GE Healthcare) e submetida a eletroforese em gel de

poliacrilamida 15% em condi¢des desnaturantes (com SDS) e redutoras (na presenca de [3-
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mercaptoetanol), como mostrado na Figura 17-B.

A presenca de alguns poucos contaminantes pode ser explicada pelo tempo em
que o extrato aplicado fica em contato com a matriz de quitina antes do inicio do processo

cromatografico, o que propicia que interagdes iOnicas e hidrofébicas entre outras proteinas

presentes na amostra € a matriz se estabelecam.

A fim de obter amostra da quitinase recombinante livre de quaisquer
contaminantes, uma matriz de Superdex75 foi utilizada. Amostra da proteina recombinante,
obtida por meio da cromatografia em matriz de quitina, foi dialisada contra tampao acetato de

s6dio 50 mM contendo NaCl 0,15 M e aplicada na coluna de exclusdo molecular previamente
equilibrada com o mesmo tampao.

Mais uma vez, todo processo cromatografico foi acompanhado por meio da

medida da absorbancia a 280nm (A»sp), como representado na Figura 18-A.

Figura 18 — Purificacdo da quitinase recombinante de C. violaceum produzida em ambos os sistemas heterélogos
em cromatografia de exclusdo molecular
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(A) Perfil cromatografico do processo de purificacdo da rCV2935 em coluna de Superdex75. (B) Andlise por

SDS-PAGE das amostras resultantes da cromatografia de exclusdo molecular. No po¢o M, marcador de peso
molecular Low Molecular Weight (GE Healthcare).

Um pequeno retardo no tempo de elui¢do da proteina recombinante produzida em
E. coli foi percebido, quando comparado a proteina produzida em P. pastoris. Isso se deve ao
fato da rCV2935 expressa na levedura apresentar massa molecular maior, ja que possui alguns

residuos a mais, codificados no vetor de expressdo, bem como glicanos adicionados, um
possivel resultado de N-glicosilacao.

Aliquotas dos tubos contendo as proteinas recombinantes foram reunidas e

dialisadas exaustivamente contra 4gua, para, em seguida, serem concentradas por
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ultrafiltracdo, em concentradores Vivaspin com limite de exclusdo (cutoff) de 30 kDA (GE
Healthcare) e submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 15% em condicdes
desnaturantes (com SDS) e redutoras (na presenca de B-mercaptoetanol), como mostrado na
Figura 18-B. Foi possivel a observacdo de uma banda protéica de alta intensidade, de
aproximadamente 43 kDa, correspondente a rCV2935 produzida por E. coli, e 3 bandas bem
proximas, de aproximadamente 45 kDa, que correspondem a rCV2935 produzida por P.
pastoris, possivelmente com diferentes estados de glicosilagao.

Os rendimentos da rCV2935 pura, produzida por E. coli e P. pastoris, foram 2,6 e
44 mg por litro de cultura, respectivamente (Tabelas 2 e 3). Vale destacar que esses valores de
rendimento foram calculados considerando a purificagdo em matriz de quitina como etapa
final, visto que ha perda significativa de proteina recombinante apds a cromatografia de

exclusido molecular.

Tabela 2 - Purificacio da quitinase recombinante CV2935 de C. violaceum, expressa em E. coli'

) . Atividade - Purificacio
;)‘m“;l;m ) ?ttvzf?ge) Especifica ?o/e;zdtmento ¢
otal (m otal (U* s
& (U"/mgP) § (old)

Meio livre | 5 14.900,5 398.5 100 1
de células
F0/95 13,79 143942 1.043.6 36.8 2.61
PRACO, 15

133 1.616.6 1.208 35 3.03

' dados obtidos a partir de 500 ml de cultura (induzida com IPTG 0,5 mM a 37 °C por 21 horas)
* 1 U = 1 nmol GlcNac/hora
**Pico da cromatografia de afinidade em matriz de quitina, eluido com &cido acético 0,1 M

Tabela 3 - Purificacio da quitinase recombinante CV2935 de C. violaceum, expressa em P. pastoris'

Atividade epe  ~
Proteina Atividade Especifica Rendimento Purificacido
Total (m Total (U* %
(mg) (U%) (U*/mgP) (%) (fold)

Meio livre | ;5 | 18.010,8 239.8 100 |
de células
F0/95 20,6 19.385,1 937 27,4 3,90
PRAc0,1%%

11,2 11.889,7 10594 14,9 4.4
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! dados obtidos a partir de 250 ml de cultura (induzida com metanol a 17 °C por 96 horas)
*1 U = 1 nmol GlcNac/hora
**Pico da cromatogratia de afinidade em matriz de quitina, eluido com 4cido acético 0,1 M

Um estudo comparativo com uma quitinase do fungo Beauveria bassiana
(Bbchitl) que é uma importante enzima envolvida na patogenese de fungos contra insetos, foi
realizado por Fan e colaboradores (2007). A fim de obter essa enzima em grandes quantidades
e na sua forma ativa, para estudos in vitro, o gene Bbchitl foi expresso em Escherichia coli e
Pichia pastoris. A producdo em alto nivel de Bbchitl recombinante foi detectada em E. coli,
porém, principalmente localizada em corpos de inclusdo. J4 em P. pastoris, Bbchitl foi
secretada para o meio de cultura sob a indugdo com metanol. A quitinase recombinante
Bbchitl foi purificada com um grau de pureza de cerca de 90% por meio de cromatografia de
dessalinizac¢do e cromatografia de troca anidnica. O rendimento de Bbchitl produzida por P.
pastoris foi de 153 mg/L, significativamente maior do que a Bbchitl produzida por E. coli e

obtida ap6s técnicas de renovelamento (50 mg/L).

7.9 Caracterizacao bioquimica e estrutural da quitinase recombinante

7.9.1 Ensaio enzimdtico na presenca e auséncia de f-glucuronidase

No ensaio enzimadtico, utilizando quitina coloidal como substrato, quando
realizado na auséncia de PB-glucuronidase, ndo foi possivel detectar nenhuma atividade
quitindsica, o que demonstra que a rCV2935 € uma endoquitinase e cliva o polimero de
quitina de forma randdmica em seu interior, produzindo quitooligdbmeros.

Além disso, quando comparados os valores de atividade quitindsica da rCV2935,
produzida por E. coli, e de uma quitinase obtida comercialmente, de Streptomyces griseus,
observa-se que ambas as quitinases possuem atividades quitinoliticas similares, embora uma

pequena atividade exoquitinolitica seja detectada para a quitinase de S. griseus (Tabela 4).

7.9.2 Ensaio enzimdtico com substratos sintéticos

O ensaio enzimdtico com substrato sintético baseia-se na hidrdlise de substratos
sintéticos por quitinases. O resultado encontrado, representado também na Tabela 4, mostra
que a quitinase recombinante CV2935, produzida em E. coli, € capaz de hidrolisar o 4-
nitrofenil N,N’-diacetil-B-D-quitobiosideo e o 4-nitrofenil B-D-N,N’,N’’-triacetilquitotriose,

andlogos ao tri e tetrassacarideo (Figura 19), respectivamente, ndo sendo possivel detectar
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atividade contra o 4-nitrofenil N-acetil-B-D-glucosaminideo. Esse resultado corrobora com
obtido anteriormente, quando utilizou-se quitina coloidal como substrato, comprovando a
atividade endoquitindsica da enzima em estudo.

Além disso, observa-se que a atividade quitinolitica da enzima comercial, de
Streptomyces griseus, frente aos substratos sintéticos, foi 3 vezes menor que a da rCV2935.
Tendo em vista que j4 foram identificadas quitinases das familias GH18 e GHI19 de S.
griseus, o fabricante ndo informa a qual familia pertente a quitinase comercialmente

disponivel.

Tabela 4 — Andlise da especificidade de substrato da quitinase recombinante rCV2935, de Chromobacterium
violaceum ATCC 12472 expressa em Escherichia coli. A atividade especifica da enzima (U/mg proteina) foi
mensurada utilizando quitina coloidal e substratos sintéticos. Uma quitinase de Streptomyces griseus foi utilizada
para comparagao

Substrato rCv293s Quitinase de
Streptomyces griseus

Quitina coloidal*

(+) B-glucuronidase 22.260,47 20.367,98

(-) B-glucuronidase 0 1.520,16
4-nitrofenil N-acetil-p-D-glucosaminideo™** 0 0
4-nitrofenil N-N’-diacetil-B-D-quitobiosideo 32320 10.370
4-nitrofenil-B-D-N,N’,N”’-triacetilquitotriose 31.560 9120

* Para ensaios utilizando quitina coloidal, uma unidade foi definida como 1 nmol de GlIcNAc/mgP/hora, a 37 °C.
** Para ensaios utilizando os substratos sintéticos, uma unidade foi definida como a liberacdo de 1 nmol de p-nitrofenol/mgP/hora, pH 4,8 a
37 °C.

Figura 19 — Estruturas quimicas dos substratos sintéticos utilizados nos ensaios enzimdticos
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O p-nitrofenil N-acetil-B-D-glucosaminideo, p-nitrofenil N,N’-diacetil-B-D-quitobiosideo e p-nitrofenil B-D-
N,N’,N”’-triacetilquitotriose, andlogos ao di, tri e tetrassacarideo, respectivamente.
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E descrito na literatura que quitinases da familia GHI8 possuem atividade
extremamente alta para substratos cristalinos, enquanto que quitinases da familia GH19 sédo
principalmente ativas para substratos soliveis (KAWASE et al., 2006). Surpreedentemente, a
quitinase recombinante rCV2935, que pertence a familia GH18, mostrou-se bastante ativa
para ambos os tipos de substratos.

Vale ressaltar que um ensaio, sob as mesmas condig¢des, foi realizado utilizando a
rCV2935 produzida em P. pastoris, na mesma concentracdo, e valores idénticos foram
encontrados, o que demonstra que a quitinase recombinante possui processividade semelhante
frente a substratos sintéticos mesmo quando produzida em dois sistemas heterélogos
diferentes.

De forma semelhante, uma quitinase recombinante de Bacillus cereus, produzida
em E. coli, mostrou uma sensibilidade ao 4-nitrofenil B-D-N,N’,N’’-triacetilquitotriose 128
vezes maior do que ao andlogo ao dissacarideo, o que caracteriza uma atividade
endoquitindsica (CHEN et al., 2009).

O mesmo perfil foi encontrado por uma endoquitinase recombinante de
Salmonella. A enzima, produzida em E. coli, mostrou-se ativa contra 4-nitrofenil N,N’-
diacetil-B-D-quitobiosideo e o 4-nitrofenil B-D-N,N’,N’’-triacetilquitotriose, com valores de

atividades similares para ambos os substratos sintéticos (LARSEN et al., 2011).

7.9.3 Ensaio quitindsico com diferentes substratos

A capacidade de hidrolisar diferentes substratos € um critério importante a ser
observado quando se discute a “poténcia” de uma quitinase. Visando avaliar a atividade
enzimatica da quitinase recombinante produzidas frente a diferentes substratos, foi realizado
um ensaio enzimatico utilizando quitina coloidal, carapacga bruta de caranguejo moida, matriz
de carapaca de caranguejo tratada (obtida comercialmente — Sigma Aldrich) e quitosana.

O resultado, ilustrado na Figura 20, mostra que o maior valor de atividade
quitindsica encontrado dentre os substratos testados foi para a quitina coloidal. Para a
rCV2935 produzida por E. coli foi encontrado um valor de 1.720,5 nmol/mL/hora, e para a
rCV2935 produzida por P. pastoris, foi de 1.375, 3 nmol/mL/hora.

Uma pequena atividade quitosandsica foi detectada para a rCV2935 (de 600,8
nmol/mL/hora para rCV2935 — E. coli e de 492,8 nmol/mL/hora para a rCV2935 — P.

pastoris). Essa atividade observada pode ser explicada devida ao fato de a quitosana ser a
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quitina deacetilada, e, portanto, ndo se sabe ao certo o grau de acetilacio da quitosana

utilizada no ensaio, bem como o grau de heterogeneidade do substrato utilizado.

Figura 20 — Atividade quitindsica da rCV2935, produzida nos diferentes sistemas heterélogos, frente a
diversos substratos
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(A) Atividade quitindsica da enzima recombinante produzida em E. coli. (B) Atividade quitindsica da enzima

recombinante produzida em P. pastoris. Uma unidade (U) foi definida como 1 nmol de GIcNAc/mL/hora, a 37
°C.

Atividade quitindsica, embora baixa, foi detectada quando a enzima foi colocada
em contato com a matriz de carapaca de caranguejo tratada. Essa carapaga, obtida
comercialmente (Sigma), caracteriza-se por ser uma malha de quitina a-cristalina, e, embora
tratada com reagentes quimicos que “afrouxem’ essa malha, talvez a quitina se apresente de
uma forma ndo usual para a quitinase em estudo e, por esse motivo, valores baixos de
atividade quitindsica foram encontrados.

Nao foi detectada nenhuma atividade quitindsica quando a carapacga de caranguejo
bruta foi utilizada como substrato. Fato esse, que pode ser explicado por esse substrato
caracterizar-se como uma intricada rede de agregados de proteinas e outras moléculas que
constituem a carapaca bruta, e que, possivelmente dificultaram o acesso da enzima aos
polimeros de quitina ali presentes.

Kudan e Pichyangkura (2008) isolaram do meio de cultura de Bacillus
licheniformis uma quitinase capaz de hidrolisar quitina coloidal, quitina regenerada, quitina
parcialmente (50%) N-acetilada, quitosana 80% acetilada, matriz de quitina e quitina em
flocos, mas ndo hidrolisa quitobiose nem p-nitrofenil-N-acetilglucosamina, o que sugere que

ela ndo possua atividade de N-acetilglucosaminidase. A atividade relativa, expressa em
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percentuais, da enzima em quitina parcialmente (50%) N-acetilada, quitosana 80% acetilada,
quitina regenerada, matriz de quitina e quitina em flocos foram 394%, 150%, 74%, 4%, e 2%,
respectivamente, normalizada para a atividade enzimética com quitina coloidal.

Um resultado semelhante ao da rCV2935 foi encontrado por Chen e
colaboradores (2009), para uma quitinase recombinante de Bacillus cereus. O maior valor de
atividade quitindsica encontrado foi contra quitina coloidal e cerca de 45% de atividade foi
detectada utilizando quitosana como substrato € 17% quando testou-se matriz de quitina
obtida comercialmente.

Testes de especificidade a diferentes substratos realizados por Dai e colaboradores
(2011) com uma quitinase purificada a partir do meio de cultura de Bacillus sp. Hul
indicaram que quitina coloidal foi o melhor substrato entre diferentes substratos testados
(quitina coloidal, matriz de quitina comercial e quitosana 80% deacetilada) onde foi detectada
atividade quitindsica. Quando foram utilizados quitosana 95% deacetilada, carboximetil
celulose, celulose e amido soldvel, ndo foi detectada nenhuma atividade quitinolitica. Os
autores concluiram que a quitinase em estudo tém alta especificidade, capaz de hidrolisar

apenas ligacdes glicosidicas entre GIcNAc-GlcNAc.

7.9.4 Ensaio de atividade quitindsica em gel

A quitinase recombinante, produzidas nos dois sistemas heter6logos, foi
facilmente solubilizada apds liofilizagdo, € mostrou-se ativa contra o substrato glicol quitina,
um derivado soluvel da quitina, como verificado pela detec¢do da atividade quitinolitica em
gel, ilustrada pela Figura 21.

Uma exoquitinase de Serratia sp. de aproximadamente 57 kDa, isolada do suco de
kimch, apresentou atividade quitindsica em uma gama de pH (5 a 10), termoestabilidade com
uma temperatura 6tima de 40 °C, e também mostrou-se ativa contra glicol quitina presente em
gel SDS-PAGE (KIM et al., 2007).

Uma quitinase A (Chia), produzida por Bacillus thuringiensis foi expressa em
Escherichia coli XL-Blue. A Chia, purificada usando Sephadex G-200, apresentou massa
molecular estimada de 36 kDa por SDS-PAGE. A detec¢do de atividade quitindsica em SDS-
PAGE ap6s renaturacdo da proteina indicou que a banda referente a proteina que apresentou
atividade tinha uma massa molecular de aproximadamente 72 kDa. Os autores justificaram

esse resultado, de certa forma inesperado, afirmando que ChiA assume uma forma dimérica
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quando glicol quitina € usada como substrato, possivelmente para facilitar a hidrélise do

substrato (LIU et al., 2010).

Figura 21 — Detecc¢do de atividade quitinolitica em gel (zimograma) das
quitinases recombinantes, produzida em E. coli e P. pastoris, em
diferentes concentracdes.

rCV2935 — E. coli rCV2935 — P, pastoris
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7.9.5 Determinagdo da seqiiéncia de aminodcidos N-terminal

O seqiienciamento de aminodcidos NHj-terminal, por meio da técnica de
degradacio de Edman, foi realizado para a quitinase recombinante de C. violaceum, produzida
em E. coli.

Uma seqiiéncia de 39 residuos foi identificada com sucesso e obteve-se 100% de
identidade com a seqiiéncia de aminodcidos deduzida a partir da ORF CV2935, como
ilustrado na Figura 22.

O resultado encontrado corrobora com a hipétese do reconhecimento do peptideo
sinal intrinseco da proteina, e da clivagem do mesmo, pela célula hospedeira. A proteina
recombinante, expressa em E. coli, comega, portanto, no aminodcido alanina, que € o 25°

aminodcido da seqiiéncia deduzida completa.

7.9.6 Efeito da temperatura sobre a estabilidade da rCV2935

Através deste ensaio foi possivel analisar a atividade quitindsica relativa da

proteina purificada, obtida nos dois sistemas de expressdo, utilizando quitina coloidal

comosubstrato, quando incubada a diferentes temperaturas (30 a 100 °C, com intervalos de
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A

Figura 22 — Alinhamento da sequéncia N-terminal obtida, por meio da técnica de degradacdo de Edman, com a
sequéncia de aminodcidos deduzida da quitinase CV2935 de Chromobacterium violaceum
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(A) Saida gréfica da andlise da seqiiéncia de aminodcidos deduzida de CV2935, utilizando a ferramenta
SignalP. O escore C € a pontuagdo para o sitio de clivagem, o escore S indica que o aminodcido correspondente
faz parte de um peptideo sinal e o escore Y ¢ um derivado do escore C combinado com o escore S, resultando em

uma melhor previsdo do local de clivagem. Observa-se o local de clivagem entre os aminoacidos 23 (A) e 24
(A), indicado pelo escore C (em vermelho) mais elevado. (B) Alinhamento das seqiiéncias, a partir do 25°
residuo, que € uma alanina.

10 °C) durante 30 min em banho-maria. O gréifico representado na Figura 23 ilustra o
resultado obtido.

A quitinase recombinante produzida, tanto em E. coli como em P. pastoris,
mostrou-se ativa quanto tratada com temperaturas de até 60 °C. Tratamentos por um tempo
minimo de 30 min em temperaturas superiores a 60 °C foram suficientes para inativacdo da
enzima, provavelmente por causar desnaturacdo da proteina, levando a um estado

conformacional que impossibilita a atividade enzimética.

Resultado semelhante ao da rCV2935 foi encontrado por Wang e colaboradores
(2009). Os pesquisado avaliaram a estabilidade térmica de uma quitinase isolada de Bacillus
cereus TKUOO6 deixando uma solu¢do de enzima em tampdo fosfato 50 mM (pH 7) em

repouso por 60 min a diferentes temperaturas, e depois medindo a atividade quitinédsica
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Figura 23 — Atividade relativa das quitinases recombinantes de C. violaceum, produzidas em E.
coli e P. pastoris, ap6s incubacio em diferentes temperaturas (30 a 100 °C, com intervalos de
10 °C) durante 30 min em banho-maria
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A atividade quitindsica foi mensurada com as amostras apds incubagdo, utilizando quitina
coloidal como substrato, sob condi¢des padrdo de ensaio.

residual sob condicdes padrio de ensaio, utilizando quitina coloidal como substrato. Foi
observado que a quitinase manteve sua atividade inicial mesmo quando tratada de 25 °C a 55
°C, retendo 50% de sua atividade a 60 °C, e sendo completamente inativada a 80 °C.

Cho e colaboradores (2010) avaliaram a estabilidade de uma quitinase
recombinante de Bacillus atrophaeus SC081 (SCChi-1). Como resultado, a enzima
apresentou atividade 6tima em 50 °C e foi termicamente estdvel, retendo mais de 80% de sua
atividade inicial entre 40 °C e 60 °C durante 1 hora, diferentemente do encontrado para a
rCV2935, que reteve 80% de atividadade somente até 50 °C. Estabilidade de quitinases
bacterianas tem sido relatado para B. cereus TKUOO06 e Pseudomonas sp. PE2. Em B. cereus
TKUOO06, a quitinase € estavel em pH de 3 a 11 e 50% de sua atividade inicial € mantida a 60
°C por 1 hora. J4 a quitinase de Pseudomonas sp. PE2 mostrou estabilidade semelhante a
SCChi-1, quando incubada em pH de 3 a 10 a 40-55 °C ou em pH 5,5-9 em 20-40 °C por 30
min, respectivamente.

Comparando a termoestabilidade da quitinase recombinante produzida, € possivel
observar que a rCV2935 expressa em P. pastoris € ligeiramente mais termoestavel, retendo
cerca 50% de atividade quitindsica ap6s incubacdo a 60 °C, enquanto que a rCV2935 expressa
em E. coli retém apenas cerca de 28% apds incubag@o nessa mesma temperatura por 30 min.
Essa diferenca se explica possivelmente devido a glicosilagdo presente na quitinase produzida
por P. pastoris, uma vez que cadeias de oligossacarideos influenciam em aspectos como
solubilidade da proteina e estabilidade térmica. Além disso, a proteina produzida em P.
pastoris apresenta uma ponde dissulfeto entre duas cisteinas presentes na molécula, o que

favorece uma maior estabilidade a moléula.
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Guerrero-Olazara’N e colaboradores (2010) expressaram uma fitase, enzima que
catalisa a liberacao de fosfato do fitato, de Bacillus subtilis em Pichia pastoris e observaram
que a enzima recombinante foi N-glicosilada pela levedura. Nos ensaios de termoestabilidade,
os autores encontraram que a estabilidade térmica da proteina recombinante, e glicosilada, foi
maior que a encontrada para a enzima nativa, o que a torna mais adequada para aplicacdes
industriais. Os autores propdem que como a N-glicosilacdo afeta propriedades bioquimicas
como massa molecular, ponto isoelétrico, pH 6timos e altera a distribui¢do de cargas na
superficie da glicoproteina, isso explicaria esse resultado.

Um resultado semelhante também foi encontrado por Oberg e colaboradores
(2011), que expressaram uma aquaporina humana em Pichia pastoris, e a proteina
recombinante foi também glicosilada e teve sua estabilidade térmica aumentada em 3-6 °C

quando comparada a proteina nativa e nao-glicosilada.

7.9.7 Efeito do pH sobre a atividade enzimdtica da rCV2935

Por este ensaio, foi possivel avaliar a atividade quitindsica das proteinas
recombinantes em diferentes pH, que variaram de 2 a 10. Como pode ser observado na Figura
24, as rCV2935 apresentaram-se ativas na faixa de pH de 3 a 7. Os maiores valores de
atividade quitindsica encontrados foram no pH 3 (6.051,1 nmol/mL/hora para a quitinase
recombinante produzida em E. coli e 4.493,5 nmol/mL/hora para a quitinase recombinante
produzida em P. pastoris).

E possivel perceber também que a quitinase recombinante produzida em P.
pastoris apresentou atividade quitindsica semelhante na faixa de pH de 3 a 5, diferentemente
da rCV2935 produzida em E. coli, que teve sua atividade reduzida quase a metade em pH 5.

Em valores de pH superiores a 8 ndo foi detectada atividade quitindsica para
nenhuma das quitinases recombinantes, o que pode ser explicado pelo fato de que os residuos
de acido glutdmico, presentes no dominio catalitico da proteina e essenciais para a acao de
hidrdlise, devem estar parcialmente protonados para que sejam doadores de prétons eficientes.
Em pH baésicos, esses residuos ficam completamente desprotonados, ficando impossibilitados
de doar prétons e, conseqiientemente, realizar a catalise.

Muitos trabalhos na literatura relatam resultados diferentes do encontrado para
rCV2935, que teve atividade 6tima em pH 3. E comum encontrar quitinases bacterianas

funcionais em amplas faixas de pH (4,0-8,0), mas com atividade 6tima em pH 4.0 para
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Figura 24 — Efeito do pH na atividade enzimadtica relativa das quitinases recombinantes de C.
violaceum, produzidas em E. coli e P. pastoris.
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No experimento, amostras das proteinas purificadas, na concentragdo de 1 mg/mL foram
diluidas em tampdes de diferentes pH (2 a 10) e incubadas a temperatura ambiente. Os tampdes
utilizados foram: Glicina-HClI 50 mM pH 2 Glicina-HCl 50 mM pH 3; Acetato de sédio 50
mM pH 4; Acetato de s6dio 50 mM pH 5; Fosfato de sédio 50 mM pH 6; Fosfato de sédio 50
mM pH 7; Tris-HCI 50 mM pH 8; Glicina-NaOH 50 mM pH 9 e Glicina-NaOH 50 mM pH 10.
Ap6s decorrido o tempo de uma hora, as amostras foram utilizadas em ensaio enzimatico
utilizando quitina coloidal como substrato.

Aeromonas sp. 10S-24 (UEDA et al., 1995), pH 5.5 para Bacillus sp. WY22 (WOO; PARK,
2003), e pH 6,0 por Enterobacter sp.G-1 (PARK et al., 1997), por exemplo.

Da mesma forma, uma quitinase recombinante de Serratia proteamaculans,
expressa em E. coli, mostrou-se ativa em uma ampla faixa de pH (4,5 - 9) com maximo de
atividade em 5,5 (MEHMOOQOD et al., 2009).

Duas quitinases de Bacillus pumilus SG2 expressas em Escherichia coli M15,
purificadas por meio de cromatografia de afinidade em niquel imobilizado,
apresentaramatividade quitindsica no intervalo de pH de 4,5 e 6,5, mas o pH 6timo das
enzimas recombinantes foi de 6 e 6,5, utilizando quitina coloidal como substrato. A andlise da
atividade enzimdtica dessas duas quitinases em diferentes condicoes de pH e temperatura
indicou um comportamento enzimatico bastante interessante. A distribuicdo bimodal de
atividade no intervalo de pH testado faz com que essas enzimas sejam pouco comuns, pois
normalmente ha apenas um pH 6timo de atividade. Os resultados sugerem que pode haver
dois arranjos conformacionais da molécula, que se comportam diferentemente em diferentes
pH e isso pode ser devido a natureza haloenzima dessas enzimas que sdo halofilicas e foram
evoluindo durante muito tempo para se adaptar as condicdes de alta salinidade em seu

ambiente de crescimento (GHASEMI et al., 2011).



92

7.9.8 Efeito de ions metdlicos e agentes quimicos sobre a atividade enzimdtica da rCV2935

O efeito de fons metélicos e agentes quimicos sobre a atividade enzimadtica da
quitinase recombinante produzida por E. coli foi investigado realizando ensaio com o
substrato sintético 4-nitrofenil N,N’-diacetil-B-D-quitobiosideo, na concentragio de 0,2
mg/mL, seguindo o protocolo descritono item 6.14.2.

O resultado, ilustrado na Figura 25-A, mostra que os fons NH; e K* estimularam
sutilmente a atividade quitindsica da proteina recombinante, enquanto os fons Mn** e Fe**
foram capazes de reduzir em 31% e 75%, respectivamente, a atividade quitindsica da proteina

em estudo, em relagdo ao controle.

Figura 25 — Efeito da presenga de ions metélicos e agentes quimicos na atividade da quitinase recombinante de

C. violaceum CV2935, produzida em E. coli
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Atividade quitindsica relativa na presenca de diferentes fons na concentracdo final 5 mM. (B) Atividade
quitindsica relativa na presenca de diferentes agentes quimicos. Todos os ensaios foram realizados utilizando o
substrato sintético 4-nitrofenil N,N’-diacetil-B-D-quitobiosideo, na concentragdo de 0,2 mg/mL.

Um perfil similar da rCV2935 foi encontrado para uma quitinase isolada de
Bacillus cereus, que teve sua atividade quitindsica completamente inibida na presenga de
Mn** e Fe?* , também na concentracio de 5 mM (WANG et al., 2009).

Uma quitinase isolada de Streptomyces roseolus, purificada a partir do meio de
cultura, teve sua atividade estimulada por Mg**, Ba®* e Ca**, enquanto que teve sua atividade
inibida por Cu**, Co** e também por Mn”*, assim como para a rCV2935 (XIAYUN et al.,
2010).
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Chen e colaboradores (2009) expressaram em E. coli uma quitinase de Bacillus
cereus € observaram que a atividade quitindsica da enzima recombinante foi fortemente por
Fe** e Cu®" e moderadamente inibida por Li*, Na*, K*, Mg**, Ca**, Ba*, Fe** Ni** e Zn™*,
bem como por EDTA. Enquanto Mn”* estimulou a atividade enzimética, diferentemente dos
resultados encontrados para rCV2935.

Quanto aos agentes quimicos, € possivel observar na Figura 25-B, que tanto na
presenca do agente quelante EDTA, como na presenga de P-mercaptoetanol, a atividade
quitindsica da rCV2935 foi sutilmente estimulada. Porém, na presenca de SDS, a atividade
quitinolitica foi completamente inibida em todas as concentracOes testadas.

Diferente do resultado encontrado para a rCV2935, Liu e colaboradores (2009)
isolaram, em uma amostra de solo do Taiwan, duas endoquitinases, de Aeromonas schubertii,
resistentes a SDS na concentragdo de 5%. Os autores sugerem que essas quitinases tenham
uma estrutura bastante rigida, o que confere essa resisténcia a concentracdes relativamente

altas de SDS.

7.9.9 Verificacao de N-glicosilagdo na quitinase recombinante produzida por Pichia

pastoris KM71H

Uma caracteristica importante da producdo de proteina recombinante em Pichia
pastoris € a sua eficiente capacidade de secretar as proteinas heterélogas. Logo, a passagem
de proteinas através da via secretora permite que importantes eventos poés-traducionais
acontecam, tais como processamento de seqiiéncias sinalizadoras, formagdo de ponte de
dissulfeto, fosforilagdo e glicosilagdao. Glicanos podem ser covalentemente ligados ao
nitrogénio do grupamento amida de residuos de Asn (N-glicosilacdo), ao oxigénio do
grupamento hidroxila de, tipicamente, residuos de Ser ou Thr (O-glicosilacdo), e, em casos
raros, ao carbono C2 do grupamento indol de Trp através de uma ligacdo C-C (C-
manosilacdo). Os tipos de agucares que compdem os oligossacarideos, juntamente com a
extensdo e a estrutura desses polimeros, podem afetar a capacidade de dobramento de uma
proteina, a sua atividade, e o seu comportamento imunogénico. Por essas caracteristicas serem
fundamentais para a utilizacdo das proteinas heterdlogas produzidas, a N-glicosilacdo em P.
pastoris ainda € bastante estudada (MONTESINO et al., 1998; NOTHAFT; SZYMANSKI,
2010).

A seqiiéncia deduzida de aminodcidos da quitinase CV2935 (GenBank, ntimero de

acesso AAQ60603), foi analisada com o uso da ferramenta NetNGlyc 1.0 Server (GUPTA;
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JUNG; BRUNAK, 2004) para realizacio de uma busca por sitios putativos para N-
glicosilagdo (Asn-Xaa-Ser/Thr) e, ocasionalmente, N-X-C (Asn-X-Cys).

Como observado na Figura 26, 5 sitios para N-glicosilacdo foram encontrados
(47Asn—Y—Thr49, 118Asn—P—Serlzo, 148Asn—V—SerlSO, 85 Asn-G-Ser'® e 192Asn—A—Thr194;
assumindo que o 1° residuo da proteina € a metionina inicial, presente no peptideo sinal da
proteina nativa), e 3 deles, com valores altos de probabilidade de ocorrerem. Dos 3 mais
provaveis, um sitio localiza-se no dominio de ligagdo a quitina e 2 sitios estdo localizados no

dominio catalitico da rCV?2935.

Figura 26 — Saida grifica da andlise da seqiiéncia de aminodcidos deduzida de CV2935, utilizando a
ferramenta NetNGlyc
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Na seqiiéncia deduzida de aminoédcidos da CV2935 apresentada abaixo da saida gréfica, os possiveis sitios
de glicosilacdo estdo destacados em vermelho, o dominio de liga¢do a quitina da proteina sombreado em
amarelo e o dominio catalitico sombreado em azul. As sequéncias sublinhadas representam os residuos
adicionados codificados no vetor de expressao utilizado (pPICZaA).

Assim sendo, foram realizados testes que comprovassem que esses sitios foram

reconhecidos pela levedura e que, portanto, a N-glicosilacdo de fato ocorreu.
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O experimento inicial foi uma cromatografia em matriz de ConA Sepharose,
utilizando uma amostra do pico retido na matriz de quitina, eluido com acido acético 0,1 M. A
amostra, previamente dialisada contra tampao Tris-HCI 20 mM pH 7,45, contendo NaCl 0,5
M, foi aplicada a uma coluna de ConA Sepharose 4B, previamente equilibrada com o mesmo
tampao.

Na Figura 27, é possivel verificar que a proteina recombinante foi eluida com D-
manose 0,2 M, o que comprova que houve a interagdo da proteina com a matriz, devido a
glicosilagdo presente na quitinase recombinante, produzida por P. pastoris.

Figura 27 — Eletroforese em gel de acrilamida 15%, em condi¢des desnaturantes e na

presenca de B-mercaptoetanol, dos picos obtidos na cromatografia em coluna ConA
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Foi usado o Marcador (M) Low Molecular Weight (GE Healthcare). Legenda: PNR —
pico ndo retido na coluna, eluido com tampao Tris-HCl 20 mM pH 7,45, contendo
NaCl 0,5 M; Pmanose: pico retido eluido com manose 0,2 M.

Posteriormente, foi realizada uma reacdo de deglicosilagdio com a enzima N-
glicosidase F recombinante de Chryseobacterium meningosepticum e a revelacdo do gel das
amostras digeridas pelo método de Schiff. O resultado desse experimento esta ilustrado na
Figura 28, onde € possivel observar que a amostra da rCV2935 produzida por P. pastoris ndao
digerida reage com o Schiff e a amostra apds digestdao reage fracamente. O mesmo perfil foi
encontrado para o controle positivo, a fetuina. Além disso, o mesmo gel, apds revelagdo com
reagente de Schiff, corado com Comassie Brilliant Blue, mostra que houve uma diminui¢do
da massa da proteina glicosilada apds digestdo com a enzima N-glicosidase F, devido a
retirada dos oligossacarideos. A leve colorag¢do rosa das bandas, mesmo apds digestdao com N-

glicosidase, pode ser explicada pela possibilidade de haver O-glicosilacdo nas amostras.
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Figura 28 — Detec¢do de N-glicosilacdo nas amostras das quitinases recombinantes, produzidas por E.
coli e P. pastoris
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(A) Coramento do mesmo gel com Coomassie Briliant Blue, evidenciando a diferenca nas massas das
proteinas apds digestdo com N-glicosidase. (B) Revelacdo de glicoproteinas pelo método de Schiff com
os produtos da reacdo com a N-glicosidase. Na linha M — Low molecular weight marker - GE
Healhcare. Os sinais (+) e (-) indicam as rea¢des na presenga e na auséncia, respectivamente, da enzima
N-glicosidase F recombinante de Chryseobacterium meningosepticum.

Assim sendo, analisando os resultados obtidos, conclui-se que, no processamento
pos-traducional da rCV2935 produzida pro P. pastoris, a proteina foi glicosilada, e, por outro
lado, observou-se que a quitinase recombinante, expressa em E. coli, ndo foi glicosilada.

A glicosilacdo é uma das modificacOes poOs-traducionais mais comuns realizadas
por P. pastoris, e normalmente as cadeias de acucar adicionadas s@o mais curtas que as de S.
cerevisiae, tornando P. pastoris uma hospedeira muito mais atraente para a expressao de
proteinas recombinantes. A N-glicosilacdo, em eucariotos, comec¢a no lado citoplasmético do
reticulo endoplasmético (RE), com a geracio de uma ramificacio intermedidria
(heptassacarideo). Este € translocado através do RE, iniciando a segunda fase do processo de
sintese. Existem trés classes de N-glicanos que s@o sintetizados pela adicdo co-traducional de
GlcsMangGIcNAc; a cadeia polipeptidica, pela oligossacaril transferase; estes sao compostos
de Mans_ ¢GIcNAc, (high manose), uma mistura de varios agucares diferentes (complexo) ou
uma combinacdo de ambos (hibrido), como ilustrado na Figura 29. Reacdes de adi¢cdo e
reducdo, enquanto a estrutura do carboidrato passa através do sistema RE e complexo de
Golgi, resulta na estrutura do glicano final, que ird se encaixar em uma das trés classes de N-
glicanos descritas acima. No entanto, em fungos e leveduras, tais como Pichia, a cadeia
oligossacaridica de proteinas secretadas € em grande parte inalterada e consiste em Mang.

9GlcNAc, (MACAULEY-PATRICK, et al., 2005).
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Figura 29 — As trés classes de N-glicanos que sdo sintetizados pela adi¢do co-traducional
de Glc;ManyGlcNAc, a cadeia polipeptidica, pela oligossacaril transferase, em P.
pastoris.
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Estes sdo: compostos de Mans ¢GlcNAc, (high manose), uma mistura de varios agucares
diferentes (complexo) ou uma combina¢do de ambos (hibrido).

A glicosilacdo de proteinas foi demonstrada pela primeira vez no final dos anos 1930 e
muito tempo se pensou existir apenas em eucariotos. Hoje, ainda é uma questdo um tanto
negligenciada, mas j4 se sabe que ambos os tipos N e O-glicosilacdo ocorrem em Archaea e
Bacteria. Nos tltimos anos, € possivel perceber progressos substanciais na descri¢do de
enzimas envolvidas na vias de glicosilacdo de bactérias e archaea. Esta se tornando claro que
um melhor conhecimento das enzimas bacterianas responsdveis pela glicosilacdo, tais como
algumas glicosiltransferases ja identificadas, pode ter valor terapéutico, enquanto que a
capacidade demonstrada para introduzir genes envolvidos nesse tipo de modificagdo pos-
traducional em E. coli representa um grande passo na ‘“‘glicoengenharia”. Ja foi identificada
N-glicosilagdo em Campylobacter jejuni (bactéria) e Halobacterium salinarum (archaea) e O-
glicosilagao em Pseudomonas aeruginosa 1244 (ABU-QARN; EICHLER; SHARON, 2008;
NOTHAFT; SZYMANSKI, 2010).

7.9.10 Espectro de Dicroismo Circular (CD)

A técnica de dicroismo circular (CD) baseia-se na absorcao diferenciada da luz
circular polarizada a esquerda e a direita por cromdéforos que ou possuem quiralidade
intrinseca ou sdo colocados em ambientes quirais. Proteinas possuem uma série de
cromo6foros que podem dar origem a sinais de CD caracteristicos, com pequenas alteracdes

exclusivas de cada proteina em estudo. Na regiao do extremo ultravioleta (240-180 nm), que
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corresponde a absorcao da ligagcdo peptidica, o espectro de CD pode ser analisado para dar o
contetido de estruturas secunddrias, como conteido de a-hélice e folhas B, de determinada
proteina (KELLY; PRICE, 2000).

A forma da curva do espectro, bem como os comprimentos de onda maximo e
minimo de emissdo, fornecem informagdes estruturais da proteina. Assim, por exemplo, 0s
picos presentes na faixa de comprimento de onda de 200-250 (UV-distante) sdo geralmente
caracteristicos de um espectro em forma de “W”, com picos em torno de 222 e 208 nm, sendo
indicativo da presenca de estruturas em a-hélice. J4 um espectro em forma de “V”, com pico
em torno de 217-220 nm, indica a presencga de estruturas em folha . Varreduras no intervalo
de comprimento de onda de 250 a 300 nm podem fornecer informagdes sobre a estrutura
tercidria (RANJBAR; GILL, 2009).

Além de fornecer dados sobre estrutura secunddria, a espectroscopia de dicroismo
circular € bastante utilizada para acompanhar a estabilidade de uma proteina quando
submetida a diferentes temperaturas, pois os espectros da proteina enovelada e em sua
conformagdo desnaturada s@ao bem diferentes. Na Figura 30 pode-se observar a transi¢ao para
a desnaturacdo das rCV2935, onde as proteinas foram incubadas por 5 min, a diferentes
temperaturas entre 20 e 90 °C, com intervalos de 5 ° C. A desnaturacdo da rCV2935 expressa
em E. coli foi observada em temperaturas a partir de 60 °C e a desnaturacdo da rCV2935
expressa em P. pastoris foi observada em temperaturas acima de 65 °C, quando o espectro

tende a zero.

Figura 30 — Efeito da temperatura na estrutura secunddria de rCV2935, produzida nos diferentes sistemas
heterélogos, medido por dicroismo circular
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Medidas de dicroismo circular foram obtidas usando um espectropolarimetro Jasco J-815, com célula de 0,1 cm
de caminho 6tico. Amostras das protefnas purificadas, em &dgua, na concentracio de 0,2 mg/mlL, foram
submetidas, por 5 min, a diferentes temperaturas entre 20 e 90 °C, com intervalos de 5 ° C. (A) rCV2935
produzida em Escherichia coli. (B) rCV2935 produzida em Pichia pastoris.

Pelos graficos de desnaturacio térmica, ilustrados na Figura 31, observa-se que a
partir de 55 °C ja ocorre a desnaturacido de 50% das moléculas da rCV2935 produzida em E.
coli, alterando sua conformacdo. J4 para a rCV2935 produzida em P. pastoris, observa-se que
a partir de 63 °C € que metade das moléculas de proteina ali presentes estdo desnaturadas.
Esse resultado encontrado estd de acordo com o efeito da temperatura analisado por meio da
atividade enzimética, utilizando quitina coloidal como substrato, das rCV2935, onde amostras
da rCV2935-Ecoli tratadas com temperaturas a partir de 60 °C retiveram 28% de sua
atividade enquanto que as amostras de rCV2935-Pichia, submetidas as mesmas condigdes,

retiveram mais de 50%.

Figura 31 — Curvas de desnaturagdo térmica das rCV2935, produzidas nos diferentes sistemas heterélogos,
obtidas com os dados de dicrofsmo circular
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Medidas de dicroismo circular foram obtidas usando um espectropolarimetro Jasco J-815, com célula de 0,1 cm
de caminho 6tico. Amostras das protefnas purificadas, em &dgua, na concentracio de 0,2 mg/mlL, foram
submetidas, por 5 min, a diferentes temperaturas entre 20 e 90 °C, com intervalos de 5 ° C. (A) rCV2935
produzida em Escherichia coli. (B) rCV2935 produzida em Pichia pastoris. Fp: fracdo de proteina desnaturada.

A fim de analisar se esse processo de desnaturacdo térmica era reversivel, apds o
aquecimento das amostras até 90 °C, as amostras voltaram a temperatura inicial de 20 °C e

novamente foram realizadas as medidas de CD. Como observado na Figura 32, a rCV2935
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manteve uma conformacdo aleatéria, o que comprova que a desnaturagdo térmica para a

proteina recombinante em estudo ndo € reversivel.

Figura 32 — Espectro de dicroismo circular para avaliacdo da reversibilidade da
desnaturacdo térmica
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Medidas de dicroismo circular foram obtidas usando um espectropolarimetro Jasco
J-815, com célula de 0,1 cm de caminho 6tico. Amostras da proteina, expressa em
E.coli, purificada, em dgua, na concentracdo de 0,2 mg/mL, foi submetida, por 5
min, a diferentes temperaturas entre 20 e 90 °C, com intervalos de 5 °© C. Apés a
ultima incubac¢do, retomou-se a temperatura inicial de 20 °C e foi realizada a medida
de CD.

A bactéria psicrofilica marinha Moritella marina, isolada de uma amostra
levantada a partir de uma profundidade de 1200 m no norte do Oceano Pacifico, secreta varias
quitinases em resposta a indu¢do com quitina. Um gene que codifica para uma dessas enzimas
quitinoliticas extracelulares foi clonado e a proteina expressa, de forma heter6loga, em E. coli.
A endoquitinase recombinante, que pertence a familia GHI8, apresentou uma massa
molecular de 60 kDa, e pH e temperatura 6timos de 5 e 28 °C, respectivamente. O mais
interessante foi que, por meio de estudos calorimétricos, revelou-se que a proteina se desdobra
de forma reversivel a 65 °C. Essa reversibilidade da desnaturacdo térmica torna essa enzima

adaptada ao frio e ideal para aplicacdes que visem alta atividade enzimdtica em baixas

temperaturas (STEFANIDI; VORGIAS, 2008).
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Os dados de CD das amostras das quitinases recombinantes em diferentes
condi¢des pH revelaram que a rCV2935, produzida por E. coli, preserva um enovelamento
proximo ao nativo com conformacdes ligeiramente diferentes quando em pH extremos (2 e
11), onde é possivel perceber um singelo deslocamento dos minimos de emissdo para
comprimento de ondas menores (Figura 33). O aumeto da elipticidade molar observada na
amostra em pH 5 provavelmente indica uma desestruturagdo da molécula com uma leve

alteracdo na estrutura secundaria.

Figura 33 - Efeito do pH na estrutura secundaria de rCV2935, produzida nos diferentes sistemas heterélogos,
medido por dicrofsmo circular
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Medidas de dicroismo circular foram obtidas usando um espectropolarimetro Jasco J-815, com célula de 0,1 cm
de caminho 6tico. Solugdes concentradas das proteinas recombinantes foram diluidas, também para concentracio
de 0,2 mg/mL, nos seguintes tampdes Glicina HCI pH 2 e pH 3, Acetato de sédio pH 5, Fosfato de sédio pH 7,
Glicina NaOH pH 9 e Fosfato NaOH pH 11, todos na concentragdo de 50 mM, e incubadas por 30 min antes das
medidas. (A) rCV2935 produzida em Escherichia coli. (B) tCV2935 produzida em Pichia pastoris.

Ja para a rCV2935 produzida por P. pastoris, percebe-se que a amostra preservou
sua estrutura secunddria de forma semelhante para todos os pH testados, com excecdo do pH
2, onde houve um deslocamento do minimo de emissdo, também para comprimento de ondas
menores.

Quanto as medidas de CD na presenga de SDS, em uma concentracao final de 1%,
observa-se na Figura 34, que os espectros foram muito semelhantes aos espectros nativos.
Como ja foi apresentado anteriormente, ndo foi detectada nenhuma atividade quitindsica na
presenca de SDS, para concentracdes finais de 0,5, 1 e 2%, logo, esperava-se que os espectros
obtidos na presenca de SDS seriam caracteristicos de desnaturacdo protéica. Portanto,

conclui-se que a auséncia de atividade endoquitindsica na presenga do SDS nao pode ser
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justificada pela desnaturacdo da proteina, mas por uma interagdo do SDS com o dominio de
ligacdo a quitina, rico em residuos hidrofébicos, e até mesmo com o restante da proteina,
cobrindo-a como em uma micela, o que possivelmente impede a ligacdo do substrato no

dominio de ligagao e, conseqiientemente, a interagao do substrato com o dominio catalitico da
rCV293s.

Figura 34 - Efeito do SDS na estrutura secunddria de rCV2935, produzida nos
diferentes sistemas heter6logos, medido por dicroismo circular
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Medidas de dicroismo circular foram obtidas usando um espectropolarimetro Jasco J-
815, com célula de 0,1 cm de caminho dtico. Amostras purificadas das proteinas
foram incubadas com SDS, para uma concentra¢do final de 1%, por 30 min e
submetidas as medidas de CD. CvE representa CV2935 produzida em E. coli e CvP
representa CV2935 produzida em P. pastoris.

Lin e colaboradores (2009), a fim de explorar a significancia funcional e estrutural
da regido C-terminal de uma quitinase de Aeromonas caviae D1 (AcD1ChiA), realizaram
estudos comparativos entre uma AcD1ChiA nativa e uma mutante com a regidao C-terminal
truncada por meio de mutagénese. Para isso, as técnicas de dicroismo circular e fluorescéncia
foram utilizadas. Os autores observaram que os espectros de fluorescéncia foram muito
semelhantes, com pico maximo de emissdo em 333 nm, e que a forma do espectro de CD foi
similar, sendo percebido apenas um pequeno decréscimo da intensidade a 215-230 nm para a
enzima mutada, sugerindo que a remoc¢ao dos 259 residuos de aminoacidos da porcao C-

terminal ndo afetou nem a estrutura nem a atividade da enzima.
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7.9.11 Espectro de Fluorescéncia

Por meio da espectroscopia de fluorescéncia é possivel analisar a estrutura
tercidaria de uma proteina em solugdo, gracas a fluorescéncia intrinseca dessas biomoléculas.
Existem 3 aminodcidos que absorvem luz UV-visivel e que podem apresentar fluorescéncia: a
fenilalanina, a tirosina e o triptofano. Fenilalanina exibe os menores comprimentos de onda
tanto de absorcdo como de emissdo (282 nm). A emissao de tirosina em 4dgua ocorre em 303
nm e ¢ relativamente insensivel a polaridade do solvente. J4 o maximo de emissdo de
triptofano em dgua ocorre proximo dos 350 nm e € altamente dependente da polaridade do
ambiente local (LAKOWICZ, 2006).

O triptofano, em particular, tem se mostrado bastante conveniente nesse tipo de
estudo, dada a dependéncia entre suas propriedades fluorescentes e o carater hidrofébico ou
hidrofilico de sua vizinhanca. Mudancas nos espectros de emissao do triptofano muitas vezes
ocorrem em resposta a transi¢cdes conformacionais, ligagdo a substrato, ou desnaturagdo. Por
exemplo, quando a proteina estd desnaturada, os seus residuos de aminoacidos hidrofébicos
estdo expostos, e se caracteriza por emitir um pico de fluorescéncia em torno de 355-360 nm,
que ¢é referente ao maximo de emissdo de fluorescéncia do triptofano em solugdo
(LAKOWICZ, 2006).

Os resultados obtidos para as amostras de rCV2935, produzida nos dois sistemas,
no estado nativo, indicaram que as proteinas recombinantes foram produzidas em suas
conformagdes enoveladas, uma vez que o espectro de de fluorescéncia obtido apds excitagdo a
280 nm (Figura 35-A), com varredura de 295 a 445 nm, apresentou um méximo de emissao
em 342 nm, enquanto o espectro obtido com excitacdo a 295 nm (Figura 35-B) com
varredura de 305 a 445 nm, revelou um maximo de emissao a 340 nm.

Esses valores maximos de emissdo encontrados sdo um indicativo que tanto a
rCV2935-Ecoli como a rCV2935-Pichia estdo em sua conformag¢do nativa, mostrando que os
nove residuos de triptofano estdo interiorizados ou parcialmente expostos na superficie da
proteina, ndo estando completamente expostos a solu¢io aquosa.

E possivel observar que, embora ambas as proteinas tenham apresentado os
mesmos picos maximos de emissdo, a intensidade da emissdo da rCV2935-Ecoli € maior que
a da rCV2935-Pichia, possivelmente devido a glicosilagdo da quitinase expressa na levedura.
Os oligossacarideos presentes na superficie da proteina atuaram como guenchers, diminuindo

a intensidade da emissao.
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Figura 35 - Espectros de fluorescéncia nativos das rCV2935
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Os espectros foram obtidos em fluorimetro ISSK?2, utilizando-se cubeta de 0,5 mL, com caminho 6tico de 1 cm.
As protefnas recombinantes foram aplicada em uma concentragdo de 0,2 mg/mL, dissolvidas tampdo acetato de
s6dio 50 mM pH 5,2 contendo NaCl 100 mM. (A) Excitag¢do a 280 nm; (B) Excitacdo a 295 nm.

Os quenchers sdo uma grande variedade de moléculas ou ifons que podem atuar
como “ladroes” da fluorescéncia, diminuindo a intensidade da emissdo. Essas substiancias
incluem, por exemplo, o iodeto, o oxigénio e a acrilamida (LAKOWICZ, 2006).

A variabilidade na intensidade de emissao de determinada proteina tem sido uma
questdo confusa por muitas décadas. As razdes para essas variacdes agora que comegam a ser
compreendidas, mas ainda ndo existe um tunico fator que explique todas as caracteristicas
apresentadas em um espectro. O que se sabe até o momento sdo alguns fatores que
determinam a emissdo dos residuos de triptofano: guenching por transferéncia de prétons de
grupos amino carregados localizados préximos ao residuo de triptofano; quenching por
aceptores de elétrons tais como grupos carboxil protonados; guenching por transferéncia de
elétrons por amidas e pontes dissulfeto; quenching por transferéncia de elétrons por ligacdes
peptidicas e transferéncia de energia por ressonancia entre os residuos de triptofano. Vale
ressaltar que residuos de lisina e histidina podem atuar com guenchers (LAKOWICZ, 2006).

A andlise dos espectros de fluorescéncia das quitinases recombinantes em
tampdes com diferentes valores de pH, ilustrada na Figura 36, mostra que hd diferencas
significativas na intensidade de emissdo e um sutil deslocamento do maximo de emissdo para
comprimento de ondas menores em pH extremos (como pH 2 e 11).

Experimentos de fluorescéncia em diferentes pH realizados com uma osmotina

isolada do latex de Calotropis procera mostraram um perfil semelhante ao encontrado nos
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Figura 36 - Espectros de fluorescéncia das rCV2935 em diferentes pHs.
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Os espectros foram obtidos em fluorimetro ISSK2, utilizando-se cubeta de 0,5 mL, com caminho 6tico de 1 cm.
As proteinas recombinantes foram aplicada em uma concentragdo de 0,2 mg/mL, dissolvidas em tampdes com
diferentes pH. (A) e (B) Excitac¢do a 280 nm; (C) e (D) Excitacdo a 295 nm.

espectros das rCV2935, produzidas por E. coli e P. pastoris. Foi observado que a osmotina
CpOsm, dissolvida em diferentes condicdes de pH, deu origem a espectros idénticos em
termos de emissdao méxima, revelando a estabilidade estrutural da proteina. Porém diferencas
nas intensidades dos picos foram percebidas, e os autores atribuiram essas diferencas a
diferentes estados de protonacdo da cadeia lateral de alguns residuos de aminoécidos ou o
efeito de collisional quenching (FREITAS et al., 2011).

De fato, a intensidade do sinal de emiss@o da tirosina e do triptofano podem ser

afetados pelo estado de ionizacdo dos grupamentos amino e carboxil nesses aminodcidos

(LAKOWICZ, 2006).
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7.9.12 Espectrometria de massa

A fim de avaliar se houve alguma modificacdo na seqii€éncia de aminodcidos,
amostras purificadas da quitinase recombinante produzida em E. coli e em P. pastoris, foram
digeridas e submetidas a andlise por espectrometria de massa.

Ambas as proteinas foram identificadas como “Probable chitinase A of
Chromobacterium violaceum GN CV 2935”, como esperado. O resultado, ilustrado na Figura
37, demonstra que 55 e 42% da sequéncia da quitinase recombinante produzida por E. coli e
por P. pastoris, respectivamente, foi identificada por espectrometria de massa.

Nao foi observada nenhuma diferenca entre os residuos identificados e a
sequéncia deduzida das proteinas recombinantes, o que sugere que nao houve nenhuma
modificacdo na seqii€ncia de DNA produzida pela DNA polimerase, ou até mesmo mutacdes
eventuais, durante as etapas de clonagem. Além disso, confirma também a eficiéncia da

maquinaria de traducido de ambos os sistemas heterélogos utilizados.

Figura 37 — Residuos identificados por espectrometria de massa das amostras de rCV2935, produzida em E. coli
e P. pastoris, digeridas com tripsina

ACPGWAEGTAYKVGDVVSYNNANYTALVAHTAYVGANWNPAASPTLWTPGGSCAGGDPT
PPTPPNPPTPPSPPPGNTVPFAKHALVGYWHNFANPSGSAFPLSQVSADWDVIVVAFAD
DAGNGNVSFTLDPAAGSAAQFIQODIRAQOAKGKKVVLSLGGONGSVTLNNATQVONFVN
SLYGILTQYGFDGIDILDLESGSGIVVGAPVVSNLVSAVKQLKAKTIGPNFYLSMAPEHPY
VOGGFVAYGGNWGAYLPIIDGLRDDLSVIHVQYYNNGGLYTPY STGVLAEGSADMLVGG
SKMLIEGFPIANGASGSFKGLRPDOQVAFGVPSGRS SANSGFVTADTVAKALTCLTTLOG
CGSVKPAQAYPAFRGVMTWS INWDRRDGYTFSRPVAASLRQOQOPVAAQAGKKKAARATRT

AWLEHHHHHH IIH

EAEAEFACPGWAEGTAYKVGDVVSYNNANY TALVAHTAYVGANWNPAASPTLHTPGGSCAG
|cDPTPPTPPNPPTP PSP P PGNTVPFAKHALVGYWHNFANP SGSAF PLSQVSADWDV IVVAF
ADDAGNGNVS FTLD PAAGSAAQF TODT RAQQAKCKKVVLS LGGONGSVTLNNATQVONFVN
SLYGILTQYGFDGIDLDLESGSGIVVGAPVVSNLVSAVKQLKAKI GPNFYLSMAPEHPYVQ
lcGFVAYGGNWGAYL PTIDGLRDDLSVIHVQYYNNGGLY TPYSTGVLAEGSADMLVGGSKML
IEGFPIANGASGSFKGLRPDQVAFGVPSGRSSANS GFVTADTVAKAL TCLTTLOGCGSVKP
AQAY PAFRGVMTWS INWDRRDGY TF SRPVAAS LROQPVAAQAGKKKAARATRTAWVLE QKL
ISEEDLNSAVDHHHHHH IHM

(A) Seqiiéncia deduzida da CV2935 produzida em E. coli. (B) Sequécia deduzida da CV2935 produzida em P.
pastoris. Os residuos sombreados em amarelo foram identificados por espectrometria de massa, utilizando o
espectrometro Synapt HDMS ESI-Q-TOF (Waters). Em vermelho, residuos codificados nos vetores de expressao
utilizados.



107

7.9.13 Cristalizagdo e Resolugdo da estrutura da rCV2935

Na triagem na qual foram testadas diversas condi¢des, apareceram cristais, apenas
da rCV2935 produzida em P. pastoris, € na concentracdo de 20 mg/mL, na condi¢do de 0,1 M

de Tris-HCI pH 8,5 e 0,7 M de citrato de sédio dihidratado (kit SaltRX) (Figura 38).

Figura 38 — Cristais da tCV2935, produzida em P. pastoris, crescidos na condi¢do
de 0,1 M de Tris-HCl pH 8,5 e 0,7 M de citrato de sédio dihidratado.

Todos os cristais foram testados em temperatura criogénica (100 K),
crioprotegidos com adicdo de etilenoglicol 20% (v/v) da solucdo de cristalizacdo a qual o
cristal foi obtido. Os melhores cristais foram escolhidos e submetidos a difragao de raios-x na
linha 104 do UK’s National Synchrotron (Diamond, DLS, Oxfordshire, UK).

O conjunto de dados foi coletado a um comprimento de onda de 0.97950 A A

Figura 39 ilustra o padrdo de difragdo dos cristais da rCV2935-Pichia.

Figura 39 — Padriao de difracdo de raios X dos cristais obtidos de rCV2935, produzida em
P. pastoris.
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A estrutura tridimensional da quitinase recombinante foi determinada a uma
resolucdo de 2.1 A A proteina cristalizou no grupo espacial P432,2 e apresentou 8 moléculas
por cela unitdria.

Para a estrutura da rCV2935-Pichia, observou-se 97,57% nas regides preferidas e
nenhum residuo em regides ndao permitidas do diagrama de Ramachandram. A completeza
obtida foi de 96,9% e redundancia de 4.9. A Tabela 5 mostra todos os parametros referentes
as estatisticas de coleta e processamento dos dados da difragdo de raios X da quitinase
recombinante rCV2935 produzida em Pichia pastoris.

A cada ciclo de refinamento 0 Ryyor € Rfee apresentaram valores cada vez mais
baixos, e aproximados, e com a adicao de 330 moléculas de 4gua, resultou em valores finais
de Reaor € Riree de 16,66% e 18,79%, respectivamente. O Rgycror € uma medida de similaridade
entre o modelo cristalografico usado e os dados experimentais obtidos com a difragao de
raios-X. Em outras palavras, € uma medida de qudao bem a estrutura refinada prevé os dados
observados. Como Ry, pode ser minimizado artificialmente e levando em consideracio a
redundancia dos dados de raios-X, uma pequena porcentagem das reflexdes é excluida do
refinamento e utilizada como um conjunto de teste no cdlculo de um novo fator chamado Ry,
que € isento de minimizagdo artificial. Logo, todas as etapas de refinamento sdo monitoradas
a fim de se obter valores compativeis para estruturas de qualidade estrutural: Ry, abaixo de
20% € Ryiee 0 mais proximo de Ryyor (ESTEVES, 2010).

A completeza € 0 Rymm sdo parametros de medida da qualidade dos dados
coletados. A completeza representa a porcentagem do numero de reflexdes observadas em
relacdo ao ndmero de reflexdes possiveis para uma determinada resolugcdo, que estd limitada
pela qualidade do cristal. Uma completeza de 100% € o resultado desejavel, com a maioria
das reflexdes medidas varias vezes. Na realidade, todas as medidas de um mesmo ponto nao
apresentam a mesma intensidade, dependendo da orientacdo do cristal. Rgymm por sua vez, é
um parametro que relaciona as medidas de intensidade de reflexdes simetricamente

relacionadas de imagens ou conjunto de dados diferentes (McREE; 1993).



Tabela 5 - Estatisticas da Coleta de dados e Refinamento
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Coleta de dados

Grupo especial
Dimensdes de cela unitaria (A) a, b, c
Detector
Fonte de raios-X
Comprimento de onda (A)
Intervalo de Resolugdo (A)
Redundéancia
Rineas (%)
Roymm (%)
Completeza (%)
Numero de reflexdes totais
Numero de reflexdes tinicas

I/a)

P4;2,2
120.488; 120.48; 106.41
ADSC QUANTUM 315

DIAMOND 104

0.97950
53.88-2.17 (2.23 - 2.17)

4.9 (5.0)

9.0 (74.0)

4.0 (32.5)

96.9 (98.4)

200193 (14946)
40464 (3011)
14.7 (2.3)

Parametros de refinamento

40433

Reflexdes utilizadas para refinamento
Riactor (%)
Rree(%)
Numero de 4tomos na proteina
Numero de moléculas de dgua

Numero de d&tomos de ligantes

16.66
18.79
2772
330
15

Ramachandran Plot

Regides favorecidas (%)

Residuos em regides desfavorecidas (%)

97.57

RMSD para geometria ideal

0.007

Distancia de ligacdo (A)
Angulo de ligacdo (°)

1.117
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7.9.14. Anadlise da estrutura tridimensional da CV2935

O modelo final da estrutura da quitinase recombinante de C. violaceum, produzida
em P. pastoris, com dominio de ligacdo a quitina e o dominio catalitico resolvidos, a uma

resolucdo de 2.1 A, compreende os residuos 25 a 396, e estd ilustrado na Figura 40.

Figura 40 — Estrutura tridimensional da rCV2935

65.91 A

50.78 A

Como ilustrado na figura 41-B, o dominio catalitico das quitinases GH18, como é
o caso da rCV2935, tipicamente adotam um barril TIM (triose-fosfato isomerase) (B/a)s e
usam o mecanismo de hidrélise do tipo substrato-assistido com duplo-deslocamento, levando

a retencdo da configuracdo do carbono anomérico (TEWS et al., 1997; SYNSTAD et al.,
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2004). O segmento DxxDxDxE forma a fita 4 do barril (B/a)s e constitui o core do dominio
catalitico, no qual o residuo de 4cido glutamico (Glu* na estrutura primdria de CvChi45) é o
doador de protons essencial para a catdlise (Figura 42) (VAN AALTEN et al, 2000;
SYNSTAD et al., 2004).

Figura 41 — Estrutura tridimensional dos dominios presentes na molécula da quitinase rCV2935

=]

(A) Dominio de liaga¢do a quitina de tipo 3 - ChBDc,chigs (B) Dominio catalitico - CatD ¢, cpiss-

Figura 42 — Ilustragcdo evidenciando a seqiiéncia consenso (DXXDXDXE), comum as quitinases da familia
GHI18

No sitio ativo do dominio catalitico da rCV2935, esse motivo é absolutamente conservado (DGIDLDLE), como
observado em vermelho.
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Para algumas quitinases, tais como ChiAl de B. circulans WL-12, também tem
sido demonstrado que um ChBD nao-catalitico é importante para a interacao da enzima com
quitina insoldvel e é crucial para a hidrélise eficiente das fibras de quitina pelo dominio
catalitico de ChiAl (WATANABE et al.,, 1994; HASHIMOTO et al., 2000). Tem sido
demonstrado, em outras quitinases bacterianas, que esses ChBDs auxiliares potencializam a
capacidade da enzima de adsor¢do e atividade hidrolitica contra quitina insoldvel (WU et al.,
2001). Portanto, é provavel que, em CvChi45, o ChBD N-terminal exerca um efeito
semelhante.

Evidéncias experimentais sugerem que os peptideos linkers, que se localizam
entre os dominios, formam ‘“dobradicas” estendidas, e flexiveis, as quais determinam a
orientagdo relativa dos dominios de ligacdo e catalitico, otimizando assim a interacdo com
substrato e catalise eficiente da enzima sobre substratos insoliveis (SHEN et al., 1991;
KEZUKA et al., 2006). Portanto, ndao foi possivel resolver a estrutura do linker entre o
dominio de ligacdo e o dominio catalitico da rCV2935 provavelmente devido a essa
flexibilidade caracteristica do mesmo, do qual ndo foi possivel sequer obter mapa de
densidade eletronica.

Uma semelhanca significativa (41,2% de identidade na sequéncia) foi encontrada
entre o CatD de CvChi45 e o dominio catalitico da quitinase de B. cereus NCTU2
(ChiNCTU?2), a qual compreende um utnico dominio catalitico sem dominios acessoérios, e
cuja estrutura tridimensional foi recentemente resolvida (HSIEH et al., 2010) e, entdo,
utilizada como molde para substituicao molecular e resolucdo da rCV2935.

A Figura 43-A ilustra a sobreposi¢cdo do dominio catalitico da quitinase
recombinante de C. violaceum com o dominio catalitico da quitinase de Bacillus cereus
Nctu2, que apresenta um R.m.s.d. (Root mean square deviation) de 0.862 A, demonstrando
uma alta similaridade estrutural entre as quitinases, bem como uma sobreposi¢do do padrdo de
“assinatura” das quitinases da familia GH18 de ambas as enzimas, que diferem em apenas um
residuo de aminoécido (Figura 43-B).

Além disso, as estruturas 3D da ChiNCTU2 do tipo selvagem e mutante,
complexada com N-acetil quito-oligossacarideos tém permitido a identificagdo de outros
residuos “chaves” no sitio ativo da molécula. Estes residuos de ChiNCTU2 desempenham
papéis cruciais na ligacdo ao substrato e catdlise também sdo conservados na seqiiéncia do

CatDeycnigs (Asn''®, GIn'™*, Asp®'®, Glu™, Glu®’, GIn™?, Tyr**, Asn™”, Ala®™®, Trp™’ e

TI’p401).
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Figura 43 — Sobreposicdo da rCV2935 com a estrutura da quitinase de Bacillus cereus Nctu2

LEU 195 GLY 190
EU 144 GLY 139

ASP 192 ASP 130

ASP 138

(A) Sobreposicdo dos domibios cataciticos. Em azul, a estrutura da rCV2935 e, em vermelho, a estrutura da
quitinase de Bacillus cereus Nctu2, disponivel no banco de dados, sob cédigo de acesso 3N17. (B) Sobreposi¢dao
do padrdo de assinatura (DXXDXDXE), comum as quitinases da familia GH18, de ambas as enzimas.
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Na estrutura da rCV2935-Pichia foi encontrado um glicano no residuo de Asp*’
localizado no dominio de ligacdo a quitina, resultado da glicosilagdo realizada pela levedura,
facil de ser visualizado quando o modelo € apresentado com sua superficie de hidrofobicidade
(Figura 44). Regides mais esbranquicadas representam as regides mais hidrofébicas da

proteina, enquanto que as esverdeadas sdo regides onde predominam aminodcidos polares.

Figura 44 — Perfil de hidrofobicidade da rCV2935

Em rosa, o glucano adicionado pela levedura P. pastoris a quitinase recombinante de Chromobacterium
violaceum. As figuras representam a molécula “frente e verso” e regides mais esbranquicadas representam as
regides mais hidrofébicas da proteina, enquanto que as esverdeadas s@o regides onde predominam aminodcidos
polares.

Em cristalizacdo de proteinas, modificacdes pds-traducionais sdo muitas vezes
consideradas um aborrecimento. Espera-se que elas introduzam microheterogeneidade na
proteina e, além disso, no caso das modificagdes quimicas maiores, tais como glicosilagdo,
aumentem a entropia de superficie. Por um lado, esses fendmenos parecem ser ruins para o
crescimento de cristal. Por outro, muitas dessas modificacdes s@o vitais para o correto
dobramento e funcionamento adequado das proteinas. Porém, pesquisas no banco de dados de
proteinas (PDB RSCB) revelam que muitas centenas de estruturas carregando modificagoes,

tais como carboidratos, ja foram depositadas. Inclusive, o nimero de estruturas de proteinas



115

glicosiladas cristalizadas com sucesso, obtidas por expressdo heter6loga ou diretamente
isoladas de sua fonte natural, ultrapassa claramente os casos em que cristais foram obtidos
somente apds completa deglicosilacdo. Tem sido demonstrado que a glicosilagdo é importante
para a integridade estrutural e, além disso, pode contribuir bastante para a formacao (critica)
das interacOes intermoleculares e, conseqiientemente, a formagdo do cristal. Assim sendo,
claro, o limite de difracdo e a qualidade da difracdo podem, ocasionalmente, sofrer redugdo.
Mas, se uma glicoproteina nio cristalizar, outros aspectos, além dos carboidratos, podem ser
os culpados (MESTERS; HILGENFELD, 2007).

A Figura 45 ilsutra o potencial eletrostitico na superficie da quitinase
recombinante, o que representa a distribuicdo de cargas na proteina. A superficie eletrostatica
da proteina é colorida de acordo com o potencial eletrostitico: em vermelho encontram-se

regides de potencial negativo, em azul, potenciais positivos e, em branco, regides neutras.

Figura 45 — Potencial eletrostético na superficie da rCV2935
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Até o momento, estdo disponiveis, no PDB, 68 estruturas de quitinases
bacterianas: Serratia marcescens (29), Vibrio harveyi (20), Bacillus cereus (7), Streptomyces
griseus (4), Bacillus circulans (3), Yersinia sp. MH-1 (2), Streptomyces coelicolor (1) e outras
(2). Com excecao de 3, todas as outras foram resolvidas por difracao de raios X.

Perrakis e colaboradores (1994) resolveram a primeira estrutura de uma quitinase
bacteriana, com uma resolucao de 2,3 A A exoquitinase (ChiA) de Serratia marcenscens,
expressa em E. coli, também teve seu peptideo sinal intrinsceo reconhecido e clivado pela
célula hospedeira e a proteina recombinante foi secretada para o meio de cultura. A enzima
pertence a familia GHI8 e sua estrutura apresentou 3 dominios: um dominio N-terminal,
consistindo apenas de folhas 3, que se conecta ao dominio barril o/f, e o terceiro dominio, que
tem voltas a+f, € formado por uma insercao no motivo barril.

Essa quitinase A (Chia) de Serratia marcescens € uma enzima mes6fila com alta
atividade catalitica e alta estabilidade. Como ja foi dito, a estrutura cristalina de Chia revelou
um barril TIM no dominio catalitico, uma insercao (o + ) entre a folha f B7 e a a-hélice A7
do barril TIM e um dominio fribronectina (FnlIl) no N-terminal da molécula, com um linker
conectando o dltimo dominio ao dominio catalitico. Assim sendo, Zees, Pyrpassopoulos e
Vorgias (2009), estudaram o papel do dominio (o + ) sobre a estabilidade, a atividade
catalitica e especificidade da enzima por delecio desse dominio. Os dados obtidos por
medidas de dicroismo circular com a enzima truncada mostraram claramente que, removendo
o dominio (o + B), a estabilidade térmica da enzima é substancialmente reduzida, com um T,
de 42,0 £ 1,0 ° C, em comparagdo com o Ty, de 58,1 + 1,0 ° C da Chia em pH 9.0. Além
disso, a atividade especifica de ChiA truncada foi substancialmente reduzida, o pH 6timo foi
deslocado de 6,5 para 5,0 e as especificidades de substrato e produto foram alteradas.

Sabe-se que em diversos estudos estruturais sdo observados modelos quaternérios
(formagdo de oligdmeros) a partir do empacotamento molecular cristalografico
(GRONENBORN, 2009; YIN, et al., 2009; SHETTY et al.,, 2011). Em outras palavras,
muitos estados oligoméricos sdo determinados unicamente por meio de observacdes das
operacdes de simetria criadas a partir de cada cristal.

A partir das operagdes de simetria geradas utilizando as coordenadas espaciais da
rCV2935 (P432,2) pode-se verificar que, além das repeticdes periddicas comumente
encontradas para este determinado grupamento espacial, hd, entretanto, uma tendéncia de

interacdo entre dois mondmeros da quitinase recombinante (Figura 46).



117

Figura 46 — Ilustracdo da tendéncia de interacdo entre dois mondmeros de rCV2935, produzida por P. pastoris.

Esse modelo foi gerado partir das operacdes de simetria geradas utilizando as coordenadas espaciais da quitinase
recombinante (P452,2) .

Essa observagdo sugere que o arranjo dimérico da quitinase pode funcionar como
uma alternativa para auto-regulacdo da atividade enzimadtica, sob determinadas condicdes de
pH, sal ou at¢é mesmo concentragdo da proteina. Para testar e confirmar essa hipodtese,
experimentos de filtracdo em gel, realizada nas condic¢des de cristalizac@o, e/ou espalhamento
de raios-X a baixo angulo (Small Angle X-Ray Scattering - SAXS) deverdo ser feitos.

Na realidade, proteinas multiméricas sdo prevalentes em todo o organismo, € a
oligomerizacdo protéica é acreditada ser favorecida ao longo da evolucdo, uma vez que
multimeros sdo dotados de vantagens estruturais e funcionais, como maior estabilidade e
melhor controle sobre a acessibilidade e especificidade do sitio ativo (GRONENBORN,
2009).

Uma endoquitinase extracelular secretada por Bacillus brevis foi purificada a
cromatografia de interacdo hidrofébica seguida de cromatografia de troca anidnica. O perfil
eletroforético da enzima em gel SDS-PAGE mostrou que a enzima purificada apresentou uma
massa de 85 kDa, mesmo na presenca de B-mercaptoetanol, mas mudou para 48 kDa quando
aquecida em dgua fervente ou tratada com uréia 8 M a 50 °C por 10 min, o que sugere que
pontes dissulfeto ndo estdo envolvidas na forma¢do de dimeros da quitinase, sendo razodvel
concluir que o dimero da quitinase €, provavelmente, formado por interagdes hidrofébicas. A

despolimerizacdo das subunidades foi acompanhada pela perda de atividade quitinésica, e a
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eliminacdo dos fatores de desnaturacao por didlise restaurou a estrutura do dimero e também a

atividade enzimatica (SHENG et al., 2002).

7.10 Atividades Biolégicas

7.10.1 Atividade antibacteriana

O potencial antimicrobiano da rCV2935, produzida em Escherichia coli, foi
avaliado pelo método de microdiluicdo em caldo. Nesse ensaio foram testadas bactérias
Gram-positivas (Staphylococcus aureus ATCC 6538P) e Gram-negativas (Escherichia coli
ATCC 10536 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027). Ap6s incubagdo das placas a 35 °C
por 24 horas foram realizadas as leituras das absorbancias a 492 e 620 nm.

Os graficos representados na Figura 47 demonstram que a quitinase recombinante,
desde a concentragdo inicial de 110 pg/mL, ndo foi capaz de inibir o crescimento de nenhum
dos microrganismos testados. Esse fato é facilmente observado comparando-se as leituras
obtidas nos pocgos controle, nos quais concentragdes minimas do antibitico amicacina
aplicadas foram capazes de inibir completamente o crescimento de Escherichia coli ATCC
10536, Staphylococcus aureus ATCC 6538P e Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, o que é
caracterizado por baixos valores de absorbancia.

Esse resultado pode ser explicado pela rCV2935 caracterizar-se por ser uma
enzima com atividade apenas quitindsica, ndo possuindo atividade de lisozima. E tendo em
vista que as paredes celulares bacterianas constituem-se de peptidioglicanos, lipoproteinas e
lipopolissacarideos, nao possuindo quitina na sua composicdo, a quitinase recombinante em
estudo ndo teve nenhuma agdo que causasse alteragdes a integridade da célula.

Wang e Chang (1997) identificaram, pela primeira vez, duas quitinases bifuncionais
de um organismo procarioto. Com atividade quitinase/lisozima, as enzimas foram secretadas
por Pseudomonas aeruginosa K-187, crescida em meio com quitina, e isoladas. As enzimas
nativas purificadas apresentaram atividade antimicrobiana contra Bacillus cereus CCRC
14689, Bacillus subtilis CCRC 10029, Bacillus thuringiensis subsp. israelensis CCRC 11501,
B. thuringiensis subsp. kurstaki CCRC 11498, Bacillus bassiana CCRC 31767, Enterobacter
faecalis CCRC 10789, Escherichia coli CCRC 51445, Lactobacillus bavaricus CCRC 12933,
Lactobacillus lactis subsp. lactis CCRC 10791, M. lysodeikticus CCRC 11034,
Staphylococcus aureus CCRC 10451 e S. aureus CCRC 10777. S6 ndo foi observada inibi¢ao

do crescimento de P. aeruginosa M-1001 e P. aeruginosa K-187.



Figura 47 - Efeito da rCV2935, produzida em E. coli, sobre o crescimento de bactérias
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BHI + rCV2935 + indculo
BHI + amicacina + inéculo
BHI + &gua + indculo

- BHI +indculo

BHI + rCV2835 + inoculo
BHI + amicacina + indculo
BHI + agua + inéculo

- BHI + in6culo

BHI + rCV2935 + indculo
BHI + amicacina + inéculo
BHI + agua + indculo

~ BHI + in6culo

(A) Escherichia coli ATCC 10536; (B) Staphylococcus aureus ATCC 6538P e (C) Pseudomonas aeruginosa.

Ghasemi e colaboradores (2011) identificaram uma quitinase/lisozima, de Bacillus

pumilus SG2, capaz de degradar a quitina componente da parede celular de fungos e

peptidoglicanos componente das paredes celulares de muitos tipos de bactérias (Xanthomonas

translucens pv. hordei, Xanthomonas axonopodis pv. citri, Bacillus licheniformis, E. coli

C600, E. coli TOP10, Pseudomonas aeruginosa e Pseudomonas putida). Além disso, foi

encontrada homologia entre as estruturas tridimensionais dessa quitinase/lisozima e uma

quitinase/lisozima de Bacillus circulans WL-12.
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7.10.2 Atividade antifiingica (levedura)

A fim de avaliar o efeito da rCV2935 sobre um fungo unicelular patogénico,
Candida albicans ATCC 10231 foi utilizado em ensaio, também pelo método de
microdilui¢do em caldo.

O resultado, ilustrado pela Figura 48, mostra que a quitinase recombinante nao foi
capaz de inibir, nem interferir, o desenvolvimento do fungo. Vale ressaltar que, as leituras
crescentes observadas nos pocos contendo concentragdes, também crescentes, da nistatina,
deve-se ao fato de a solu¢@o do antiftingico ter sua turbidez aumentada, concomitantemente
com o aumento da concentracio do mesmo. Assim sendo, a auséncia de crescimento na

presenca da nistatina foi entdo confirmada por olho nu.

Figura 48 - Efeito da rCV2935, produzida em E. coli, sobre o crescimento de Candida albicans.
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Cerca de 80 a 90% da parede celular de C. albicans é carboidratos. Trés
constituintes bdsicos representam os principais polissacarideos da parede celular: (i)
polimeros de glicose ramificados contendo ligacdes -1,3 e B-1,6 (B-glucanos), (ii) polimeros
ramificados de N-acetil-D-glucosamina (GIcNAc) contendo ligacdes B-1,4 (quitina) e (iii)
polimeros de manose (manana) covalentemente associados com proteinas. Além disso, as
paredes celulares contém proteinas (6-25%) e pequenas quantidades de lipidios (1-7%). Os
polimeros de microfibrilas (B-glucanos e quitina) representam os componentes estruturais da
parede, formando um esqueleto rigido para a célula. A partir de um ponto de vista
quantitativo, B-glucanos sdo o principal constituinte, responsdvel por 47-60% da parede
celular. J4 a quitina € um componente menor (0,6-9%), mas importante para a parede celular

de C. albicans, particularmente para os septos entre compartimentos independentes da célula,
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cicatrizes de brotamento e ao redor do anel de constri¢do entre célula-mae e broto (CHAFFIN
et al., 1998).

E vilido ressaltar que a quitina presente na parede celular de C. albicans esta
disposta de maneira antiparalela e na por¢cdo mais basal da parede, como ilustrado na Figura
49. Assim sendo, percebe-se que o acesso da rCV2935 a quitina pode ser dificultado pela
presenca de manana e glucanos presentes em grande quantidade na por¢do mais externa da

célula (NETEA et al., 2008).

Figura 49— Esquema que ilustra a composi¢do da parede celular de C. albicans.

=== Manana

=== Proteinas da parede celular
=== B-{1,6)-glucano

=== [B-{1,3)-glucano

=== Quitina

7.10.3 Atividade antifiingica (fungos filamentosos)

Esse ensaio teve como objetivo avaliar o efeito da rCV2935, produzida por E.
coli, sobre a germinacdo dos conidios e desenvolvimento micelial dos fungos Colletotrichum
lindemuthianum, Penicillium herquei e Rhizoctonia solani. De acordo com os resultados
ilustrados na Figura 50 a quitinase recombinante de C. violaceum, na dose de 100 pg, foi
capaz de inibir a germinagdo dos conidios de R. solani nas 36 horas iniciais de ensaio, bem
como retardou o crescimento do fungo em aproximadamente 35%, com cerca de 46 horas de
desenvolvimento. A rCV2935 ndo apresentou efeito sobre o crescimento micelial dos demais

fungos testados.
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Figura 50 - Efeito de rCV2935, produzida em E. coli, sobre o crescimento fingico.
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Park e colaboradores (2005) relataram que a estirpe C-61 de Chromobacterium
sp., uma bactéria quitinolitica, apresentou elevada atividade antagonista contra o fungo
Rhizoctonia solani. Nesse estudo, os pesquisadores avaliaram a atividade como biocontrole
bem como caracteristicas enziméticas de diferentes mutantes com a capacidade quitinolitica
diminuida e concluiram que as quitinases extracelulares produzidas por essa estirpe,
principalmente uma de 54 kDa e pl de 8,5, estdo envolvidas com essa atividade antiftingica.

Uma bactéria, do solo costeiro na Coréia, com elevada atividade quitinolitica, foi
isolada e identificada como Paenibacillus illinoisensis KJA-424. Por meio de gel SDS-PAGE
contendo glicol-quitina, foram encontradas trés bandas principais com atividade quitinolitica,
com peso molecular aproximado de 63, 54 e 38 kDa, em amostras do meio de cultura,
acrescido de quitina. Os pesquisadores entdo fizeram uma co-cultura dessa bactéria com
Rhizoctonia solani KIA-424, e foi observado um inchago anormal e deformagao nas hifas do
fungo, além da liberacio de N-acetil-D-glucosamina. Com esses resultados em maos,
resolveram colocar uma da cultura de P. illinoisensis em plantas de pepino infectadas com R.
solani e percebeu-se que a bactéria foi capaz de suprimir o desenvolvimento dos sintomas
causados pelo fungo fitopatogénico, em experimentos em casa de vegetacdo (JUNG et al.,
2003).

Uma bactéria quitinolitica foi isolada de solos costeiros da Coréia e identificada,
por observacdes morfologicas e andlises do rRNA 16S, como Enterobacter sp. Essa bactéria,
quando crescida em meio suplementado com quitina coloidal, produziu uma quitinase de 46
kDa. Ensaios in vitro revelaram que a quitinase foi capaz de inibir o crescimento de
Rhizoctonia solani e os produtos de hidrélise foram analisados por HPLC e identificaram-se
oligossacarideos, que incluiu mondmeros (GIcNAc), dimeros (GIcNAc;), e trimeros
(GlcNAcs3) (VELUSAMY;; KIM, 2011).

Bacillus thuringiensis var israelensis foi usada para produzir uma quitinase em
meio de cultura contendo quitina durante 120 horas, a 30 °C, sob agitacdo continua. A enzima
foi purificada e atividade antiftingica sobre fungos fitopatogé€nicos foi investigada em culturas
crescidas e em sementes de soja infestadas com Sclerotium rolfsii. Inibi¢ao fungica de 100%
foi encontrada para S. rolfsii, 55% a 82% para A. terreus, A. flavus, Nigrospora sp, Rhizopus
sp, A. niger, Fusarium sp, A. candidus, Absidia sp, e Helminthosporium sp; 45% para
Curvularia sp; e 10% para A. fumigatus. Os autores concluiram que a quitinase de B.
thuringiensis pode contribuir para o controle biolégico de S. rolfsii e outros fungos
fitopatogé€nicos em sementes de soja por meio de programas de manejo integrado de pragas

(REYES-RAMIREZ et al., 2004).
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Ghasemi e colaboradores (2011) relataram a clonagem e expressdo de duas
quitinases de Bacillus pumilus SG2 em Escherichia coli M15. As enzimas recombinantes
purificadas mostraram atividade antifingica também contra Rhizoctonia solani, além de
Fusarium graminearum, Magnaporthe grisea, Sclerotinia sclerotiorum, Trichoderma reesei,
Botrytis cinerea e Bipolaris sp. por meio de atividades em placas de BDA.

Zhang e Yuen (2000) mostraram o importante papel da producao de quitinase pela
bactéria Stenotrophomonas maltophilia C3 no controle biol6gico da doenca que gera manchas
marrons na graminea Festuca arundinacea causada pelo fungo fitopatogénico Bipolaris
sorokiniana. Recentemente, Jankiewicz e colaboradores (2012), isolaram uma quitinase, da
familia GHI18, do meio de cultura dessa mesma bactéria. A quitinase foi purificada
inicialmente por um fracionamento com sulfato de amoénio, seguida de cromatografia de
afinidade. A massa molecular da enzima purificada determinada por SDS-PAGE foi de
aproximadamente 52 kDa. A enzima mostrou maior atividade a 45 °C, pH 6,8 e inibiu o
crescimento de fungos fitopatogénicos pertencentes ao género Fusarium, Rhizoctonia e
Alternaria.

Yan e colaboradores (2008) estudaram como uma mesma quitinase apresenta
diferentes atividades quitindsicas e, consequentemente, potencial antifingico diferente, sobre
fungos fitopatogénicos diferentes. Para isso, uma quitinase recombinante de arroz, expressa
em Pichia pastoris, foi purificada e investigou-se sua atividade antifiingica contra 4 fungos:
Rhizopus stolonifer, Botrytis squamosa, Pythium aphanidermatum e Aspergillus niger.
Microscopia eletronica de varredura e espectroscopia de infravermelho por transformada de
Fourier foram empregados para analisar a microestrutura de superficie e a propor¢cdo de
quitina na parede celular dos 4 fungos, respectivamente. A quitinase recombinante apresentou
diferentes atividades antifingicas contras os fungos testados, e os autores demonstraram que a
atividade inibitéria da quitinase contra fungos patogénicos estd diretamente correlacionada
tanto com a extensdo de exposi¢cdo como com a propor¢ao de quitina na parede celular dos
mesmos. Essa conclusio pode ajudar a entender porque a rCV2935 apresentou atividade
inibitéria sobre somente um fungo (R. solani) dentre os 3 que foram testados.

Em teoria, a quitinase pode facilmente entrar em contato com a quitina da parede
celular do fungo se as microfibrilas estiverem dispostas na superficie, porém, quando a quitina
estd na porcdo mais basal da haverd um impedimento espacial entre a enzima e o substrato.
Quanto mais fécil a quitinase entrar em contato com a quitina presente na parede celular do
fungo, maior a velocidade de hidrélise e, consequentemente, maior a inibi¢do do crescimento

do fungo. Além disso, a diferenca proporcional do conteudo de quitina constituindo a parede
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celular de determinado fungo implicard na susceptibilidade ou ndo da célula, ou seja, quanto
mais quitina, maior a susceptibilidade ao ataque por quitinases (YAN et al., 2008).

Como a quitina funciona como um elemento fortalecedor da fibra constituinte da
parede celular fungica, através de fortes pontes de hidrogénio entre os polimeros adjacentes,
proporcionando rigidez. Polissacarideos, e assim, suas ligacOes glicosidicas, sdo elementos
chaves para a integridade da parede celular. A destrui¢do da ligacao glicosidica € prejudicial
para a morfologia celular dos fungos, enfraquecendo a parede celular e, eventualmente,
causando perdas do contetido da célula. Enzimas bacterianas tais como glucanases, quitinases
e quitosanases, individualmente ou em combinacdo, hidrolisam efetivamente a parede celular
de fungos fitopatogénicos. Logo, a aplicacdo de enzimas hidroliticas na parede celular de
fungos é, portanto, uma promessa para o controle eficiente de doengas de plantas como uma

alternativa aos fungicidas quimicos sintéticos (NEERAJA et al., 2010).

7.10.4 Atividade inseticida

O efeito da quitinase recombinante CV2935, expressa em Escherichia coli, sobre
o crescimento e desenvolvimento do caruncho Callosobruchus maculatus (Coleoptera:
Chrysomelidae) foi avaliado em bioensaios, utilizando-se sementes artificiais montadas com
capsulas de gelatina. O bioensaio, que requer uma quantidade significativa de proteina (cerca
de 1 g), foi realizado com a fragao F0/95 contendo a rCV2935 (F0/95.cv2935), devido ao
rendimento de proteina pura produzida por E. coli ser de aproximadamente 3 mg/L, o que
tornaria inviavel a realizacdo do experimento com a rCV2935 purificada.

Desta forma, a FO/95,cv293s liofilizada foi incorporada nas sementes artificiais em
diferentes concentracdes, contendo farinha de feijao-de-corda como veiculo. Dois controles
foram usados. Um controle consistia de FO/95 sem rCV2935, F0/95_cv2935 (obtido a partir do
meio de cultura livre de células de E.coli BL21(DE3) transformada com o plasmidio de
expressao integro, sem a regido codificadora da CV2935. O segundo controle consistia de
sementes artificiais contendo apenas farinha de feijao.

Durante o bioensaio, os seguintes parametros foram analisados: total de adultos
emergidos, percentual de emergéncia de adultos, total de ovos eclodidos, tempo médio de
desenvolvimento (de ovo a adulto) e peso médio dos adultos recém-emergidos. Todos os
resultados obtidos foram submetidos a Andlise de Variancia (ANOVA) e as médias foram

comparadas pelo teste de Tukey, usando 5% de significancia.
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Com resultados obtidos, ilustrados na Tabela 6, observa-se uma diminui¢do do
nimero total de adultos emergidos nos tratamentos contendo a proteina recombinante nas
maiores concentracoes em relagdo ao controle contendo apenas farinha de feijao. Porém,
todos os tratamentos encontram-se relativamente parecidos com o ndmero total de insetos
adultos emergidos do segundo controle, que contém apenas o vetor de expressao integro.

Tabela 6 - Avaliacdo da atividade da fracdo secretada por células de Escherichia coli BL21(DE3), contendo o
plasmidio pET-Cv2935, sobre o caruncho C. maculatus.

TOEc! TAE’ %E’ TMD' PM’
Controle 60 £9,5a 37,6 £1,1a 63,5+ 7,5a 35,8 £0,8a 4,45 £+ 0,09a
pET-integro 49 + 10a 28,6 +7.2a 58,6 £ 8.3a 36,3 +0,4a 4,20 + 0,05ab
rCvV29350,5% 62,6+72a 36,6+x143a 57,3+154a 35,5+03a 4,09 + 0,33ab
rCV2935 1% 53,6 £8,5a 28,6 +6,3a 53,8+ 11a 35,7+ 0,4a 4,03 £ 0,20ab
rCV2935 2% 49 £ 6,5a 30,3 +8,5a 61,1 +1a 353+1a 3,82 +0,30b

Letras iguais no sentido vertical representam valores que nao diferiram significativamente (p < 0,05) pelo teste de Tukey.
! Numero total de ovos eclodidos

2 Niimero total de adultos emergidos

3 Percentual de emergéncia

*Tempo médio de desenvolvimento (em dias)

® Peso médio dos adultos emergidos (em mg)

Em relagdo a taxa de eclosdo dos ovos, ndo se observou nenhuma diferenca entre
os tratamentos, resultado esse ja esperado, pois este estd inteiramente relacionado com a
viabilidade dos ovos das fémeas utilizadas para o bioensaio.

Para a andlise em nivel de significancia de 5% os parametros: totais de adultos
emergidos, percentual de emergéncia de adultos, total de ovos eclodidos e tempo médio de
desenvolvimento ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa entre os
tratamentos e os controles (Tabela 6). J4 o peso médio dos adultos apresentou diferenca
significativa com o controle que continha apenas farinha de feijao, entretanto ndo apresentou
diferenca significativa para o que foi considerado como um segundo controle do bioensaio, a
FO/95 de células contendo apenas o pET integro, sem a regido codificadora da proteina.

E possivel observar uma diminui¢do no peso médio dos adultos emergidos em
todos os tratamentos, inclusive do controle contendo a FO/95 do pET integro, sugerindo que
produtos resultantes do metabolismo da E. coli durante a inducao da expressdo da proteina de
interesse exercem efeitos no desenvolvimento da larva e, conseqiientemente, no peso final dos
insetos adultos emergidos. Contudo, observou-se também que concentracdes crescentes da
FO0/95 contendo a rCV2935 diminuiram o peso dos adultos emergidos de forma proporcional,

0 que caracterizaria um efeito dose-dependente.
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Terra e Ferreira (1981) propuseram que a presenca da membrana peritréfica,
composta por quitina e proteinas, existente no trato digestivo dos insetos, levaria a uma
economia de enzimas digestivas, que seriam excretadas em menor quantidade. Assim, a
membrana peritréfica pode ser um importante alvo para o controle de insetos.

Segundo Sales et al. (1996) a utilizacdo de vicilinas contra Callosobruchus
maculatus € capaz de afetar o desenvolvimento das larvas e que a ligagdo da proteina com as
estruturas quitinosas da membrana pode levar a perturbacdes nos processos de digestdo e
absor¢do de nutrientes, os quais resultam em diminui¢ao do crescimento.

Em 2000, Tellam e Eiseman descrevem trabalhos da literatura aonde proteinas
como polioxina D e quitinases foram capaz de causar alteracdes na membrana peritrofica de
Lucilia cuprina.

Estudos demonstram que quitinases hidrolisam a quitina na membrana peritréfica
do inseto, formando poros que facilitam o contato entre as 6-endotoxinas e seus receptores no
epitélio intestinal, aumentando a toxicidade de B. thuringiensis. Dessa forma, quitinases tém
sido usadas com sucesso em combinacdo com o-endotoxinas de Bacillus thuringiensis para
formagao de cristais, a fim de melhorar a sua atividade inseticida. Assim, Driss e
colaboradores (2011) produziram uma proteina de fusdo (CDF), constituida da quitinase
Chi255 e a metade carboxi-terminal da CrylAc, ambas de B. thuringiensis subsp. kurstaki. A
constru¢do foi inserida em um vetor, que posteriormente foi transferido para células de B.
thuringiensis BNS3 cristaliferas e nao cristaliferas. A funcionalidade da quitinase quimérica
foi demonstrada pelo aumento da atividade quitinolitica relativa em 2,5 vezes, avaliada em
ensaios com larvas de Ephestia kuehniella (lepidoptero). Anélises por western blot mostraram
que, apesar da instabilidade da CDF quando expressa na cepa ndo cristalifera, a metade C-
terminal da CrylAc conseguiu permitir com sucesso a integra¢do da quitinase quimérica no
cristal de BNS3.

Halder e colaboradores (2011) isolaram uma quitinase de Aeromonas hydrophila
SBK1, uma potente bactéria quitinolitica, cultivada em meio contendo quitina, e realizaram
testes com larvas de Culex quinquefasciatus, no 2° instar. Os resultados do bioensaio
demonstraram que a atividade larvicida foi dependente da dose e tempo de exposi¢do. Além
disso, temperatura e pH mostraram-se determinantes cruciais para atividade enzimética como
agente inseticida. A enzima estudada mostrou eficiéncia larvicida significativa em amplos
intervalos de pH (6.0 a 8.0) e temperaturas (30-35 °C). Os autores sugerem que o ataque

enzimdtico nos Orgdos internos do mosquito (exceto no exoesqueleto) gera um
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comprometimento do potencial transmembrana seguido por lise osmdtica, o que explicaria a
atividade inseticida encontrada.

Dessa forma, os resultados sugerem que a quitinase codificada pelo gene CV2935
da C. violaceum nao € téxica para o C. maculatus, mas pode interferir com a sua alimentagao,
dificultando-a provavelmente devido a interacdo da quitinase com a membrana peritréfica do

inseto.
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8. RESUMO DOS RESULTADOS

A clonagem da seqiiéncia codificadora completa da quitinase de
Chromobacterium violaceum, para expressao em Escherichia coli, foi realizada obtendo-se 5
clones de E. coli TOP10F’, contendo o vetor pET303/CT-His::CV2935. Ja da seqiiéncia sem
a regido codificadora do peptideo sinal, para expressdo em Pichia pastoris, foi realizada
obtendo-se 4 clones de E. coli TOP10F’, portando o vetor pPICZaA::CV2935 SP. As
eletroforeses em gel de agarose para confimacdo da transformagdo dos produtos de
amplificacdo e digestdo, utilizando os plasmidios recombinantes como molde, mostraram
bandas de 1.320 e 1.245 pb referente as sequencias completa e sem peptideo sinal,
respectivamente.

Na etapa seguinte, a expressao da quitinase, em E. coli, se deu pela adicdo de
IPTG para uma concentragdo final de 0,5 mM, a 37 °C, por 21 horas. A enzima recombinante
foi detectada no meio extracelular, e o seqiienciamento de aminodcidos NH,-terminal, por
meio da técnica de degradacdo de Edman, foi realizado. O resultado foi uma seqiiéncia de
aminodcidos que se iniciava a partir do 24° residuo da seqiiéncia deduzida, o que comprova
que o peptideo sinal intrinseco da proteina foi reconhecido e clivado pela célula hospedeira,
demonstrando uma secrecdo eficiente da proteina na sua forma solivel e biologicamente
ativa.

Apés a transformagdo de células de P. pastoris KMT71H com o vetor
pPICZaA::CV2935 SP, apenas 1 clone recombinante foi obtido. A expressdo da rCV2935 foi
observada logo nas primeiras 24 horas de inducdo com metanol, para uma concentragdo final
de 1%, a 17 °C. A proteina foi detectada com o kit Invision His-tag-in-gel Stain, que revela
especificamente cauda de histidina. O tempo 6timo de expressa da rCV2935 foi observado em
96 horas, caracterizado pelo valor maximo de atividade quitinolitia especifica.

Ambas as proteinas, expressas em E. coli e P. pastoris, mostraram-se incapazes de
interagir com a matriz de niquel imobilizado. Portanto, a purificacdo das mesmas se deu por
cromatografia de afinidade em matriz de quitina seguida de cromatografia de exclusao
molecular em matriz de Superdex75. As ambas as amostras purificadas, de aproximadamente
43 e 45 kDa foram concentradas utilizando-se ultrafiltracdo em membrana com limite de
exclusdo de 30 kDa. O rendimento obtido foi de 2,6 mg/LL de cultura, para a rCV2935
produzida em E. coli e 44 mg/L de cultura para a rCV2935 produzida em P. pastoris.

A rCV2935 apresentou atividade exclusivamente endoquitindsica contra quitina

coloidal, foi capaz de hidrolisar os substratos sintéticos soltiveis 4-nitrofenil N,N’-diacetil--
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D-quitobiosideo e o 4-nitrofenil B-D-N,N’,N’’-triacetilquitotriose, andlogos ao tri e
tetrassacarideo, bem como glicol-quitina. A enzima mostrou-se ativa também contra matriz de
carapaga de caranguejo obtida comercialmente, e uma pequena atividade quitosandsica.

A quitinase recombinante, produzida nos dois sistemas heterélogos testados,
mostoru-se ativa quanto tratada com temperaturas de até 60 °C por 30 min e apresentou
atividade quitindsica no intervalo de pH de 3-7, e os maiores valores de atividade quitindsica
encontrados foram no pH 3. Em valores de pH superiores a 8 nao foi detectada atividade
quitindsica.

No ensaio quitindsico na presenca de ions metdlicos, ficou evidente que os ions
NH, e K" estimularam sutilmente a atividade quitinésica da protefna recombinante, enquanto
os fons Mn”" e Fe?* foram capazes de reduzir em 69% e 25%, respectivamente, a atividade
quitindsica da proteina em estudo, em relacdo ao controle. Quanto aos agentes quimicos, foi
observado que, tanto na presenca do agente quelante EDTA, como na presenca de [-
mercaptoetanol, a atividade quitindsica da rCV2935 foi sutilmente estimulada. Porém, na
presenca de SDS, a atividade quitinolitica foi completamente inibida em todas as
concentracoes testadas (0,5; 1 e 2%).

A seqiiéncia deduzida de aminoacidos da quitinase CV2935 foi analisada com o
uso da ferramenta NetNGlyc 1.0 Server para realizagdo de uma busca por sitios putativos para
N-glicosilagdo (Asn-Xaa-Ser/Thr) e, ocasionalmente, N-X-C (Asn-X-Cys). Foram
encontrados 5 sitios para N-glicosilacdo foram encontrados (*’Asn-Y-Thr*’, ""®Asn-P-Ser'?,
8 Asn-V-Ser'™, " Asn-G-Ser'®” e ?Asn-A-Thr'™*) e a glicosilagdo foi confirmada por
cromatografia em matriz de ConA sepharose, na qual a proteina interagiu com a matriz, sendo
eluida com D-manose 0,2 M, e por reagdo com a enzima N-glicosidase F, com posterior
revelacdo de glicoproteinas com reagente de Schiff.

A partir dos dados de dicroismo circular para as proteinas recombinantes nativas,
foi possivel verificar que na estrutura secundédria da rCV2935, expressa em E. coli,
predominam arranjos em folhas-f (30,3%), possuindo também 19,1% do seu conteido de a-
hélice e 30% de estrutura desordenada. J4 para a rCV2935, expressa em P. pastoris,
predominam arranjos em o-hélice (34,3%), possuindo também 20,1% do seu conteddo de
folhas-P e 28% de estrutura desordenada. Essa diferenca encontrada pode ser explicada pelos
residuos de aminodcidos que diferem entre essas proteinas e que sio codificados pelos vetores
utilizados para a expressao.

Pelos gréficos de desnaturag@o térmica conclui-se que a partir de 55 °C ja ocorre a

desnaturacdo de 50% das moléculas da rCV2935 produzida em E. coli, alterando sua
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conformagdo. J4 para a rCV2935 produzida em P. pastoris, observa-se que a partir de 63 °C é
que metade das moléculas de proteina ali presentes estdo desnaturadas. Além disso, foi
observado, por meio de medidas de dicroismo circular, que a desnaturacdo térmica da
rCV2935 nio é reversivel.

A andlise dos espectros de fluorescénica das amostras de rCV2935, produzida nos
dois sistemas, no estado nativo, indicaram que as proteinas recombinantes foram produzidas
em suas conformagdes enoveladas, ndo havendo residuos de triptofano expostos.

Ambas as proteinas foram identificadas como “Probable chitinase A OS
Chromobacterium violaceum GN CV 2935 PE 3 SV 17, por espectrometria de massa. Os
peptideos identificados cobriram 55 e 42% da sequéncia da quitinase recombinante produzida
por E. coli e por P. pastoris, respectivamente, e foram 100% idénticos a seqiiéncia deduzida.

A estrutura tridimensional da quitinase recombinante foi determinada a uma
resolucdo de 2.1 A A proteina cristalizou no grupo espacial P432,2 e apresentou 8 moléculas
por cela unitdria. Seu dominio catalitico apresentou um dobramento do tipo barril (B/a)s
(barril TIM) e residuos essenciais para catdlise conservados, caracteristicas essas, comuns as
proteinas da mesma familia. O contéudo de estrutura secundaria do dominio de ligacdo a
quitina consiste apenas de folhas B (5 unidades) e ndo foi possivel resolver a estrutura do
peptideo que liga o dominio de ligacdo ao dominio catalitico provavelmente devido a
flexibilidade do mesmo, o qual ndo foi possivel sequer obter mapa de densidade eletronica.

Nos ensaios de atividade antimicrobiana, a quitinase recombinante, desde a
concentracdo inicial de 1,1 mg/mL, ndo foi capaz de inibir o crescimento de Escherichia coli
ATCC 10536, Staphylococcus aureus ATCC 6538P, Pseudomonas aeruginosa ¢ Candida
albicans.

J4 em ensaios com fungos fitopatogénicos, a rCV2935 apresentou efeito sobre o
crescimento de Rhizoctonia solani, retardando-o em aproximadamente 35%, com cerca de 46
horas de desenvolvimento.

Em bioensaios com o carunho Callosobruchus maculatus, os resultados sugerem
que a quitinase codificada pelo gene CV2935 da C. violaceum ndo é téxica para o C.
maculatus, mas pode interferir com a sua alimentagdo, dificultando-a provavelmente devido a

interagdo da quitinase com a membrana peritréfica do inseto
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9. CONCLUSOES

Uma endoquitinase de Chromobacterium violaceum, pertecente a familia 18 das
glicosil-hidrolases, foi expressa de maneira funcional em Escherichia coli e Pichia pastoris.
A enzima mostrou-se ativa contra substratos soluveis e insoluveis, em ampla faixa de pH e
temperatura, além de retardar o desenvolvimento do fungo fitopatogénico Rhizoctonia solani.
A enzima teve sua estrutura cristalografica resolvida a uma resolucio de 2.1A e seu dominio
catalitico apresentou um dobramento do tipo barril (B/a)g (barril TIM) e residuos essenciais
para catdlise conservados, caracteristicas essas, comuns as proteinas da mesma familia.

Os estudos bioquimicos, bioldgicos e estruturais apresentados nesse trabalho
caracterizam uma quitinase recombinante de Chromobacterium violaceum e poderao ser uteis

para aplicacdo biotecnoldgica dessa enzima.
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11. ANEXOS

Anexo L. Seqiiéncia de nucleotideos completa da ORF CV2935

Seqiiéncia de nucleotideos completa da ORF CV2935 (1.320 pb) que codifica para uma
quitinase A de  Chromobacterium  violaceum, disponivel no GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) sob o niimero de acesso AE016825.1

ATGCGCAGAACGACAGGCAGGGCGATTGCAATGGCTATGCTGCTGGCCCTGGGCCAGCACGCATGGGCGG
CGGCTTGCCCGGGCTGGGCCGAGGGAACGGCCTACAAGGTCGGCGACGTGGTCAGCTACAACAATGCCAA
CTATACCGCGCTGGTGGCGCACACGGCTTATGTCGGCGCCAACTGGAACCCGGCCGCCTCGCCGACGCTG
TGGACGCCGGGCGGCAGCTGCGCCGGCGGCGATCCCACTCCGCCGACGCCGCCGAATCCACCGALCCCEGL
CCAGCCCGCCGCCGGGCAATACCGTGCCTTTCGCCAAGCATGCGCTGGTAGGCTATTGGCACAATTTCGC
CAATCCGAGCGGCAGCGCCTTCCCGCTGTCCCAGGTCAGCGCCGACTGGGATGTGATCGTGGTGGCCTTC
GCCGACGACGCCGGCAACGGCAACGTCAGCTTCACGCTGGATCCGGCCGCGGGCAGCGCGGCGCAGTTCA
TCCAGGACATCCGCGCGCAGCAAGCCAAGGGCAAGAAGGTGGTGCTGTCGCTGGGCGGCCAGAACGGTTC
GGTGACGCTGAACAACGCCACGCAGGTGCAGAACTTCGTCAACAGTCTGTACGGCATCCTCACCCAGTAC
GGCTTCGACGGCATAGACCTGGATCTGGAGAGCGGCAGCGGCATCGTCGTCGGCGCGCCGGTGGTCAGTA
ATCTGGTCAGCGCGGTCAAGCAGCTGAAGGCCAAGATCGGGCCCAATTTCTACCTGTCGATGGCGCCGGA
GCATCCGTATGTGCAGGGCGGCTTCGTCGCCTACGGCGGCAACTGGGGCGCCTATCTGCCCATCATCGAC
GGCCTGCGCGACGATTTGTCGGTGATCCATGTCCAGTACTACAACAACGGCGGACTATACACCCCTTATT
CCACCGGCGTGCTGGCCGAGGGATCGGCCGACATGCTTGTCGGCGGCAGCAAGATGCTGATCGAGGGCTT
CCCGATCGCCAACGGCGCGTCGGGCAGCTTCAAGGGCCTGAGGCCGGACCAGGTGGCCTTCGGCGTGCCG
TCCGGCCGCAGTTCGGCCAATTCGGGCTTCGTCACCGCGGACACGGTGGCCAAGGCGCTGACCTGCCTGA
CCACGCTGCAAGGCTGCGGCTCGGTCAAGCCGGCGCAGGCTTATCCGGCCTTCCGCGGCGTGATGACGTG
GTCGATCAACTGGGACCGCCGCGACGGCTACACCTTCTCCCGGCCGGTGGCCGCCAGCCTGCGCCAGCAG
CCTGTCGCCGCGCAGGCGGGCAAGAAAAAGGCCGCCCGCGCGACGCGGACGGCCTGGTGA
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Anexo II. Sequéncia de nucleotideos, sem a regiao codificadora do peptideo sinal, da
ORF CV2935

Seqiiéncia de nucleotideos, sem a regido codificadora do peptideo sinal, da ORF CV2935
(1.248 pb)

TGCCCGGGCTGGGCCGAGGGAACGGCCTACAAGGTCGGCGACGTGGTCAGCTACAACAATGCCAACTATA
CCGCGCTGGTGGCGCACACGGCTTATGTCGGCGCCAACTGGAACCCGGCCGCCTCGCCGACGCTGTGGAC
GCCGGGCGGCAGCTGCGCCGGCGGCGATCCCACTCCGCCGACGCCGCCGAATCCACCGACCCCGCCCAGC
CCGCCGCCGGGCAATACCGTGCCTTTCGCCAAGCATGCGCTGGTAGGCTATTGGCACAATTTCGCCAATC
CGAGCGGCAGCGCCTTCCCGCTGTCCCAGGTCAGCGCCGACTGGGATGTGATCGTGGTGGCCTTCGCCGA
CGACGCCGGCAACGGCAACGTCAGCTTCACGCTGGATCCGGCCGCGGGCAGCGCGGCGCAGTTCATCCAG
GACATCCGCGCGCAGCAAGCCAAGGGCAAGAAGGTGGTGCTGTCGCTGGGCGGCCAGAACGGTTCGGTGA
CGCTGAACAACGCCACGCAGGTGCAGAACTTCGTCAACAGTCTGTACGGCATCCTCACCCAGTACGGCTT
CGACGGCATAGACCTGGATCTGGAGAGCGGCAGCGGCATCGTCGTCGGCGCGCCGGTGGTCAGTAATCTG
GTCAGCGCGGTCAAGCAGCTGAAGGCCAAGATCGGGCCCAATTTCTACCTGTCGATGGCGCCGGAGCATC
CGTATGTGCAGGGCGGCTTCGTCGCCTACGGCGGCAACTGGGGCGCCTATCTGCCCATCATCGACGGCCT
GCGCGACGATTTGTCGGTGATCCATGTCCAGTACTACAACAACGGCGGACTATACACCCCTTATTCCACC
GGCGTGCTGGCCGAGGGATCGGCCGACATGCTTGTCGGCGGCAGCAAGATGCTGATCGAGGGCTTCCCGA
TCGCCAACGGCGCGTCGGGCAGCTTCAAGGGCCTGAGGCCGGACCAGGTGGCCTTCGGCGTGCCGTCCGG
CCGCAGTTCGGCCAATTCGGGCTTCGTCACCGCGGACACGGTGGCCAAGGCGCTGACCTGCCTGACCACG
CTGCAAGGCTGCGGCTCGGTCAAGCCGGCGCAGGCTTATCCGGCCTTCCGCGGCGTGATGACGTGGTCGA
TCAACTGGGACCGCCGCGACGGCTACACCTTICTCCCGGCCGGTGGCCGCCAGCCTGCGCCAGCAGCCTGT
CGCCGCGCAGGCGGGCAAGAAAAAGGCCGCCCGCGCGACGCGGACGGCCTGGTGA
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Anexo III. Vetor de expressao em Escherichia coli

Comments for pET303 CT-His
5369 nuclectides

T7 promoter: bases 20-36

T7 promoter priming site: bases 20-38

lac operator (lacO): bases 39.63

Ribosome binding site (RBS): bases 95100

6X His Tag: bases 119-136

T7 reverse priming site: bases 186-206

T7 transcription termingtion region: bases 147277
F1 origin: bases 287-742

bis promoter; bases 775-879

Ampicillin (bia) resistance gene: bazes 874-1734
pBR322 origin: bazes 1945-2678 (c)

ROF ORF: bazes 2820-3011 (c)

lac! ORF: bazes 3914-5032 (c}

{c) = complementary strand

Lac operator

T7 promoter/priming site I

T

11 B

Xbsl Nsil Xhol )
Ribosome binding site | X His Tag
81 ) ! s
T7 terminator T7 reverse priming site
I
151 e
221

Diagrama do vetor de expressao pET303/CT-His, com indicac@o das posi¢des dos sitios de
restri¢ao e detalhamento do sitio multiplo de clonagem.



Anexo IV. Vetor de expressao em Pichia pastoris

Xho |t

Comments for pPICZa A
3593 nucleotides

Byl ll

5 AOXT promoter region: bases 1-841

§' AOXT priming site: bases 855-876

a-factor signal sequence: bases 941-1207

Multiple cloning site: bases 1208-1276

c-myc epitope: bases 1275-1304

Palyhistidine (6xHis) tag: bases 1320-1337

3" ADX1 priming site: bases 1423-1443

AOX1 transcription termination region: bases 1341-1682
TEF1 promoter: bases 1683-2083

EM7 promoter: bases 2095-2162

Sh ble ORF: bases 2163-2537

CYC1 transeription termination region: bases 2538-2855
pUC origin: bases 2866-3539 (complementary strand)

5 and of ACXT mRNA

|
TATCATCA TT

* Pet s in Varsion B only
Cia | i in Versian C only

TThe twa Xhe | sites in the vector aliow
the user to clane their gane in frame with
the KexZ ciaavage site, rasulting in
exprassion of their natva gane without
additional aming acids at the N-terminus

5" ADX1 priming sile

B11l
871 TARCGA (7
I
931 AAACG ATG AGA
Mat Arg =11 Phe Ala Ala
983 ACA GRR GAT GAA ACG GC
Thr Glu Asp Glu Thr Ala
a-faclor signal sequence
634 ' TAC TCA GAT
Aszp
1085 GAT GCT ARC AGC ACA AAT
Asp Val Ala 1 Leu Pro FPhe Ser Asn Ser - Asn

a-faclor piming sile

36

LG AGC

Thr Ile Ala Sar
Kax2 sngn;cleavaga Pt | ElccRI
1187 ARM AGR GAG GCT GAR GO |T
Lys Arg Glu Ala, Glu Ala
Ste13 signal cleavage
Aspﬁalk;?n'l_.fml Sa-clll hfu\‘l Xbal
I
1243 TCGGETACCTC GAGLCGCUGGE GGCCGUCAGE 1

T ARA GAA GAA GGG GTA
1w Gly Val

Amil Siil BszmB |
| 1 i
CCGGECCGTC TCGGA

LTy apilopa

1
TCTA I(iAA CAR AAR CTC ATC TCA GAA

Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu
polyhistding tag

=
Lut
=

TAGACA TGACT

=
Lt
L]
(]

GGG

3 ADX1 priming =ile

CACTT ACGAGAAGAC CGG

[
1412 AGATTCTAAT CAAGAGGATG TCAGAATGCC ATTIG

1472

C CTATATAGTA TAGGAT

1
CCTGA GAGATGCAGG CT

3 polyadenylation site

154

Diagrama do vetor de expressao pPICZaA, com indicag@o das posi¢des dos sitios de restri¢cdo

e detalhamento do sitio multiplo de clonagem.
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Anexo V.

Seqiiéncia aminodcidos deduzida da rCV2935, produzida em E. coli (A) e em P.pastoris (B)

MRRTTGRAI AMAMLLALGOHAWARACPGWAEGTAYKVGDVVSYNNANY TALVAHTAYVGAN
WNPAASPTLWTPGGSCAGGDPTPPTPPNPPTPPSPPPGNTVPFAKHALVGYWHNEANPSGS
AFPLSQVSADWDVIVVAFADDAGNGNVSFTLDPAAGSAAQFIQDIRAQQAKGRKKVVLSLGG
QNGSVTLMNNATQVONFVNSLYGILTQYGFDGIDLDLESGSGIVVGAPVVSNLVSAVKQLKA
KIGPNFYLSMAPEHPYVQGGFVAYGGNWGAYLPI IDGLRDDLSVIHVQYYNNGGLYTPYST
GVLAEGSADMLVGGSKMLIEGFPIANGASGSFKGLRPDQVAFGVP SGRSSANSGEFVTADTV
ARALTCLTTLQGCGSVKPAQAYPAFRGVMTWSINWDRRDGY TESRPVAASLRQOPVALAQAG
KKKAARATRTAWLEHHHHHH
A

EAEAEFACPGWAEGTAYKVGDVVSYNNANY TALVAHTAYVGANWNPAASPTLWTPGGSCAG
GDPTPPTPPNPPTPP SPPPGNTVPFAKHALVGYWHNEFANP SGSAFPLSQVSADWDVIVVAFE
ADDAGNGNVSFTLDPAAGSAAQFIQDIRAQQAKGKKVVLSLGGONGSVTLNNATQVONEFVN
SLYGILTQYGFDGIDLDLESGSGIVVGAPVVSNLVSAVKQLKAKIGPNFYLSMAPEHPYVQ
GGFVAYGGNWGAYLPIIDGLRDDLSVIHVOYYNNGGLYTPYSTGVLAEGSADMLVGGSKML
IEGFPIANGASGSFKGLRPDQVAFGVPSGRSSANSGEVTADTVAKALTCLTTLQGCGSVKP
AQAYPAFRGVMTWSINWDRRDGY TESRPVAASLRQQPVAAQAGKKKAARATRTAWVLEQKL

ISEEDLNSAVDHHHHHH

Sublinhado em (A) representa o peptideo sinal nativo, que € reconhecido e clivado pela célula
hospedeira. Em azul esté representado o dominio de ligacdo a quitina e, em verde, o dominio
catalitico, segundo andlise da seqiiéncia pela ferramenta SMART (em www.
http://smart.embl-heidelberg.de/). Em vermelho, residuos codifcados nos vetores de expressao
utilizados.




