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RESUMO

O uso indiscriminado de antimicrobianos tem levado ao surgimento de microrganismos
apresentando resisténcia a antibidticos. O estudo de genes de varios organismos se tornou uma
alternativa no desenvolvimento de novos farmacos. Chromobacterium violaceum € uma
bactéria Gram-negativo, apresentando ORFs (Open Reading Frame) que codificam para
proteinas de uso biotecnologico. rCV2736 ¢ uma Chitinase-like recombinante, produzida em
Pichia pastoris KM71H, que apresentou baixa atividade quitinolitica, porém com atividade
antibacteriana. Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial da proteina recombinante
de C. violaceum ATCC 12472, rCV2736, como um antimicrobiano, bem como determinar seu
mecanismo de acdo. Para isso, a proteina recombinante foi purificada por cromatografia
hidrofobica e caracterizada por sequenciamento N-terminal, deglicosilacao, espectrometria de
massas, atividade quitinasica e peptidoglicano hidrolase. Atividade bioldgica foi avaliada
através da determinagdo da concentragdo inibitoria minima (CIM) e Concentragdo bactericida
minima (CBM) por microdiluicdo em caldo, efeito do tempo de exposicdo na viabilidade
bacteriana, efeito da alteracao do pH na atividade antimicrobiana, efeito modulador na atividade
de antimicrobianos de wuso clinico, atividade antibiofilme, atividade antiparasitaria,
hemotoxicidade e simulacao por Docking molecular. tCV2736 apresentou 3 isoformas apos
purificacdo. A sequencia N-terminal da proteina correspondente a banda com 42 kDa
apresentou 33 aminoacidos, dentre eles os residuos adicionados pelo vetor de expressao. Bandas
com massas moleculares aparentes de 35.682 Da e 34.988 Da, foram visualizadas devido a
deglicosilagcdo pela enzima N-glicosidase F. A espectrometria de massas revelou peptideos
correspondendo a por¢do C e N-terminal, ¢ O e N-glicosilagdes. A atividade quitinésica
aumentou (137,5 U) com maior tempo de incubagdo (24 h), com quitina coloidal. Avaliando a
presenca de NaCl na amostra, ndo houve diferenca entre as concentragdes testadas. A interacao
com Ba®", Ni*" e Fe'* causou diminuicdo da atividade relativa acima de 50%. Na atividade
peptidoglicano hidrolase, foram visualizadas bandas compativeis com lise celular com massa
molecular aparente referente a rCV2736. rCV2736 inibiu o crescimento de todas as cepas
testadas, sendo bactericida para Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 e Klebsiella pneumonia
ATCC 10031 (365 pg/mL). Esta mesma concentracdo inviabilizou o crescimento dessas cepas
ap6s 4h e 8 h, respectivamente. O aumento do pH do meio de cultura reduziu o potencial
antibacteriano da rCV2736 para as bactérias citadas. O efeito sinérgico foi constatado para
associacoes com ceftazidima, tetraciclina e amicacina. rCV2736 foi capaz de inibir a formagao

de biofilme de P. aeruginosa e K. pneumoniae nas concentracdes acima de 182,5 ng/mL, porém



redu¢do no numero de UFC/ml foi observada para as concentragdes usadas sobre o biofilme
formado. rCV2736 apresentou 1Csp de 1089 pg/mL nos ensaios utilizando epimastigotas, e
118,3 pg/mL para tripomastigotas. rCV2736 nao se apresentou hemotoxica. Nas simulagdes de
docking molecular foi possivel observar que os dois ligantes [(GlicNac)s e (GIcNAc-
MurNAc),] interagiram de forma favoravel na fenda catalitica predita, onde visualizou-se

. ~ ’ , 11z 11
interacdo entre o residuo responsavel pela catalise (Glu''’

) € 0 atomo de oxigénio da ligagao
glicosidica. Portanto, rCV2736 pode ser considerada como uma molécula com potencial
antibacteriano e antiparasitario, onde seu possivel mecanismo de agdo antibacteriano pode ser

explicado pelo efeito enzimatico sobre a molécula do peptidoglicano.

Palavras-chave: Qutina. Petidoglicano. Expressao heter6loga.



ABSTRACT

The indiscriminate use of antimicrobials has led to the emergence of microorganisms presenting
resistance to antibiotics. The study of genes from various organisms has become an alternative
in the development of new drugs. Chromobacterium violaceum is a Gram-negative bacterium,
presenting ORFs (Open Reading Frame) that code for proteins of biotechnological use.
rCV2736 is a recombinant Chitinase-like, produced in Pichia pastoris KM71H, which
presented low chitinolytic activity, but with antibacterial activity. This work aimed to evaluate
the potential of the recombinant protein of C. violaceum ATCC 12472, rCV2736, as an
antimicrobial, as well as to determine its mechanism of action. For this, the recombinant protein
was purified by hydrophobic chromatography and characterized by N-terminal sequencing,
deglicosylation, mass spectrometry, chitinase activity and peptidoglycan hydrolase. Biological
activity was evaluated by determining the minimum inhibitory concentration (MIC) and
Minimum bactericidal concentration (MBC) by microdilution in broth, effect of exposure time
on bacterial viability, effect of pH change on antimicrobial activity, modulating effect on
antimicrobial activity of clinical use, antibiofilm activity, antiparasitic activity, hemotoxicity
and simulation by molecular docking. rCV2736 showed 3 isoforms after purification. The N-
terminal sequence of the protein corresponding to the 42 kDa band presented 33 amino acids,
among them residues added by the expression vector. Bands with apparent molecular weights
of 35,682 Da and 34,988 Da were visualized due to deglicosylation by the enzyme N-
glycosidase F. Mass spectrometry revealed peptides corresponding to the C and N-terminal
portion, and O and N-glycosylations. Chitinase activity increased with longer incubation time
(24 h) with colloidal chitin (137,5 U). Evaluating the presence of NaCl in the sample, there was
no difference between the concentrations tested. The interaction with Ba2+, Ni*" and Fe*" caused
a decrease in relative activity above 50%. In the peptidoglycan hydrolase activity, bands related
to cell lysis with apparent molecular weight relative to rCV2736 were visualized. rCV2736
inhibited the growth of all strains tested, being bactericidal for Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027 and Klebsiella pneumonia ATCC 10031 (365 pg/ml). This same concentration prevented
the growth of these strains after 4 h and 8 h, respectively. Increasing the pH of the culture
medium reduced the antibacterial potential of rCV2736 for the above bacteria. The synergistic
effect was observed for combinations with ceftazidime, tetracycline and amikacin. rCV2736
was able to inhibit the formation of P. aeruginosa and K. pneumoniae biofilms at concentrations
above 182.5 pug/mL, but a reduction in the number of CFU/mL was observed for the
concentrations used on the biofilm formed. rCV2736 showed ICsy of 1089 pug/mL in the assays



using epimastigotes, and 118.3 pg/mL for trypomastigotes. rCV2736 did not present
haemotoxic effects. In the molecular docking simulations, it was possible to observe that the
two ligands [(GlicNac)s; and (GlcNAc-MurNAc);] interacted favorably in the predicted
catalytic cleft, where interaction between the residue responsible for catalysis (Glu''®) and
oxygen atom of the glycosidic bond. Therefore, rCV2736 can be considered as a molecule with
antibacterial and antiparasitic potential, where its possible mechanism of antibacterial action
can be explained by the enzymatic effect on the peptidoglycan molecule.

Keywords: Chitin. Peptidoglycan. Heterologous expression
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1 INTRODUCAO

A crescente resisténcia microbiana aos antimicrobianos disponiveis no
mercado tem determinado um aumento na busca de novas substincias potencialmente
eficazes em combater infecgdes por microrganismos. No entanto, o alto custo na
descoberta e producdo de novos farmacos com agdo antimicrobiana, pode inviabilizar
€SSeS Processos.

Dessa forma, o estudo de genes a partir do genoma de varios organismos se
tornou uma alternativa no desenvolvimento de novos farmacos. Em alguns organismos,
o estudo dos produtos génicos pode ser muito complexo devido a baixa quantidade em
que o produto ¢ obtido. Assim, o processo de expressdao heterdloga, onde ha a
transferéncia de genes para vetores procariontes ou eucariontes, auxilia na avaliagdo da
funcionalidade biotecnologica de produtos génicos.

Chromobacterium violaceum € uma bactéria saprofita, Gram-negativo, nao
patogénica, aerdbica facultativa, de vida livre, encontrada em amostras de solo e agua de
regides tropicais e subtropicais, em varios continentes. O sequenciamento do genoma de
C. violaceum mostrou sequéncias para vias alternativas de geracdo de energia, ORFs
(Open Reading Frame) relacionadas ao transporte, adaptagao ao estresse e a mobilidade.
Foram encontradas também regides que codificam para proteinas relacionadas a
patogénese. Muitos desses produtos apresentam grande potencial biotecnologico, no que
se refere ao combate a pragas de culturas importantes e desenvolvimento de novos
agentes terapéuticos (CASTRO et al., 2015).

Das ORF que codificam para proteinas relacionadas a patogénese, CV2736 ¢
uma Chitinase-like, da familia 18 das glicosil hidrolases (GH18), que apresenta 315
aminoacidos codificados por uma ORF de 915 pb do genoma de C. violaceum ATCC
12472 (MEDEIROS, 2012). Analises in silico mostram que esta quitinase possui um
unico dominio catalitico (residuos de 16 a 305) em sua estrutura primaria, ndo possuindo
qualquer outro dominio acessorio, como dominio de ligagdo a quitina, (PUNTA et al.,
2011; LETUNIC; DOERKS; BORK, 2011; SCHULTZ et al., 1998; MARCHLER-
BAUER et al., 2011). Sua massa molecular e pl tedrico, calculados com base na
sequéncia de aminodacidos, ¢ de 33.743,6 Da e 5,32, respectivamente.

rCV2736 foi produzida de forma recombinante em células de Pichia pastoris
KM71H, apresentando glicosilagdes na molécula, o que alterou a massa molecular

aparente, apos eletroforese em gel de poliacrilamida sob condi¢des desnaturantes (SDS-



26

PAGE). Esta proteina apresentou baixa atividade quitinolitica, em ensaios utilizando
quitina coloidal como substrato, porém em ensaios de antibiograma por microdiluicao em
caldo, utilizando a fragdo proteica bruta contendo a proteina recombinante, esta
apresentou atividade antibacteriana para bacterias Gram-positivo e Gram-negativo
(MEDEIROS, 2012). Este fato pode ser explicado devido a sequéncia de aminoacidos da
proteina nativa CV2736 apresentar similaridade significativa com proteinas classificadas
na subfamilia CFLE (Cortical fragment-lytic enzyme) da super-familia Chitinase-like,
que também inclui uma hidrolase de Bacillus cereus, relacionada ao processo de
esporulagdo. Esse tipo de proteina age sobre os peptidoglicanos da parede do esporo,
auxiliando em sua germinagdo (KODAMA et al, 2000; CHEN et al, 2000). Além disso,
elas também estdo relacionadas aos processos de divisdo celular, crescimento celular,
auto6lise, dentre outros (VOLLMER et al., 2008a). Proteinas deste grupo também ja foram
descritas na literatura, encontradas em Bacillus anthracis, chamadas SleL (YaaH). Esta
proteina possui trés dominios conservados: dois dominios N-terminais LysM e um
dominio GH18 (LAMBERT; SHERRY; POPHAM, 2012). Devido a esta similaridade,

rCV2736 pode ser uma potencial molécula com atividade antibacteriana.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Resisténcia Bacteriana

Resisténcia bacteriana ¢ um fendmeno em que os microrganismos adquirem
a capacidade de resistir a um determinado farmaco, ocorrendo através de genes de
resisténcia e genes com potencial para a resisténcia pertencentes ao genoma microbiano
(CAUMO et al., 2010). Segundo Baquero e Blazquez (1997), a resisténcia pode ser
considerada como a interagdo entre um antibidtico € um genotipo especifico, sendo seu
produto obtido devido o acaso. Bactérias podem adquirir resisténcia a antibioticos devido
a alteragdes cromossdmicas, inducao da expressao de genes que estavam latentes por
pressoes seletivas e troca de DNA por mecanismos de transformagdo, transducao ou
conjugacao (NEU, 1992).

Alguns microrganismos podem ser naturalmente resistentes a um
antimicrobiano, sendo esta resisténcia conferida pela impossibilidade do agente
antimicrobiano penetrar na célula bacteriana, do organismo modificar o antibidtico
(inativando-o0), pela modificacdo do alvo do antibidtico, pelo microrganismo nao possuir
a estrutura que seria inibida pelo antibiotico e, finalmente, por transferéncias genéticas
(MADIGAN et al, 2004). Baquero (2011) considera fatores evolutivos como um processo
complexo que também leva a resisténcia de microrganismos.

Os principais mecanismos que propiciam o surgimento de cepas resistentes
envolvem alteragdes nas bombas de efluxo, inativagdo enzimatica, alteragdes na
permeabilidade da membrana plasmatica e modificagdes no sitio de ligagao do antibidtico
(LOUREIRO et al., 2016). A propria arquitetura celular facilita a protecdo dos
microrganismos contra agentes antimicrobianos, como por exemplo a estrutura da parede
celular de bactérias Gram-negativo, com a presenga de uma camada externa
lipopolissacaridica. Nessas cepas também € bastante comum o mecanismo de producao
de B-lactamases, com capacidade de hidrolise do anel B-lactamico de antibidticos, tais
como cefalosporinas e penicilinas (CAUMO et al., 2010; HANCOCK, 2005).

O uso indiscriminado de antimicrobianos, como por exemplo, sua prescri¢ao
em casos nao infecciosos ou o uso em doses subletais, bem como sua utilizagdo como
fator de crescimento de muitas culturas animais e como medida profilatica, tem levado a
seleg¢do de cepas de microrganismos resistentes a varios antibidticos. Além desses pontos,

a contaminacdo ambiental pelo descarte inapropriado de antibidticos ou por aguas
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residuais contaminadas também pode criar uma pressao seletiva que propicia o fenomeno
de resisténcia bacteriana (MCADAMS, 2017). A preocupacdo com o uso de
antimicrobianos coincide temporalmente com os anos 50 e 60, com a utilizagdo de
antibidticos beta-lactamicos, e nas décadas de 80 e 90 com o aparecimento de formas de
resisténcia e a disseminacao de cepas multiressistentes (TAVARES, 2000).

Desde o inicio da utilizagdo de antimicrobianos no mundo, o fenomeno da
resisténcia teve um crescimento progressivo, aumentando em niveis maiores nos ultimos
15 anos (LOUREIRO et al., 2016). No caso de Staphylococcus aureus, sua ampla
resisténcia a varios antimicrobianos ¢ disseminada em todo o mundo. Um aumento no
numero de casos de S. aureus meticilina-resistentes (MRSA) na década de 90 gerou
avancos no desenvolvimento de novos antimicrobianos com uso especifico para
organismos Gram-positivo, casos de resisténcia para esses agentes ja sao conhecidos
(THEURETZBACHER, 2011).

De acordo com Bassetti ef al. (2017), nos ultimos anos nenhuma das medidas
de controle de uso de antimicrobianos, bem como medidas de prevencao a infec¢oes
conseguiu diminuir as taxas de resisténcia e a disseminacao de microrganismos Gram-
negativo, como Pseudomonas aeruginosa e enterobacteriaceas resistentes a carbapenem
e Acinetobacter baumannii resistentes a colistinas, dentre outras.

Um dos maiores problemas da resisténcia ¢ a dificuldade em se descobrir um
novo antimicrobiano e lang¢a-lo no mercado, devido aos custos elevados e o longo tempo
para a realizacao de testes, até¢ que o antimicrobiano possa estar disponivel no mercado
(VENTOLA, 2015). Segundo Azevedo (2008), mais de 4.000 antibidticos sao
conhecidos, mas ou os custos para a producao do antimicrobiano sao muito onerosos ou
a droga em questdo tem sua toxicidade muito elevada, fatos estes que inviabilizam o seu
uso.

Moellering (2011) lista varias substancias que sdo utilizadas como
antimicrobiano, tais como acido fusidico, lisostafina e pleuromutilina. Alguns centros de
pesquisa farmacéutica usam como alternativa a busca de novas substidncias em
organismos nado cultivaveis, como a novolactamicina e novo-biomicina, descobertos pela
NovoBiotic Pharmaceuticals. Além destes, macrolactamicos glicosilados também foram
encontrados por essa metodologia de pesquisa, porém apresentaram moderada toxicidade
(GENILLOUD, 2014). Novas metodologias sdo utilizadas na busca de substincias
capazes de combater microrganismos cada vez mais resistentes as substancias classicas

utilizadas na terapia. Uso de peptideos antimicrobianos, terapia com fagos, sistema de
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edicao de genes, terapias complementares anti-viruléncia, descoberta de fitoquimicos,
uso de metais conjugados com antimicrobianos e inibidores de bombas de efluxo sao
exemplos dessas alternativas (BASSETTI et al., 2017).

Por esse motivo, ha uma procura por novas moléculas com potencial
antimicrobiano, sendo a busca nos bancos de genomas por genes que codificam para
proteinas com esse potencial, uma metodologia bastante promissora. Proteinas com
funcdo enzimatica sao alvos bastante estudados, como por exemplo as proteinas com

atividade quitinolitica, possuindo estas amplas fungdes na natureza em varios processos.

2.2 Glicosil Hidrolases (GHs)

As Glicosilhidrolases (GHs) (EC 3.2.1.-) sdao enzimas pertencentes ao
metabolismo de carboidratos, amplamente distribuidas entre os dominios Archaea,
Bacteria e Eukarya. Neste grupo estdo 135 familias de enzimas, capazes de realizar
hidrdlise ou transglicosilagdo em ligagdes glicosidicas (glicosidases e transglicosidases),
que compartilham similaridades na sua estrutura terciaria, bem como em seu mecanismo
de acdo, e 6 familias foram excluidas dessa classificacdo por ndao apresentarem
capacidade de proporcionar a quebra na ligacao glicosidica (GH 21, 40, 41, 60, 61 e 69),
de acordo com o banco de dados CAZy (Carbohydrate-active enzymes database)
(CANTAREL et al., 2009a). Uma uma nova familia foi acrescentada a classificagdo (GH
115) VUONG; WILSON, 2010). Essas enzimas sdo capazes de clivar ligacdes
glicosidicas de glicanos e glicoconjugados, tendo, portanto, importancia ecologica e
econOmica. Participam de varios processos que sdo essenciais a vida na Terra, como
reconhecimento celular e a transformagao de polissacarideos, de importancia nutricional
fundamental para muitos organismos, em moléculas menores, como amido, celulose e
quitina  (PETERSEN, 2010). A primeira glicosilhidrolase caracterizada
tridimensionalmente foi a lisozima da clara de ovo de galinha (Hen egg-white lysozyme
— HEWL) (BLAKE et al., 1965).

Devido ao fato de enzimas que se ligam a agucares apresentarem a capacidade
de encaixe para os residuos que formam esses carboidratos em distancias apropriadas que
pode influenciar na sua atividade hidrolitica, um sistema de nomenclatura baseado na
posi¢do de subsitios foi adequado para as GHs, onde foram respeitadas a posicao dos

subsitios em relagdo ao local de quebra do carboidrato e a possibilidade de adicdo de
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outras possiveis unidades glicosidicas nas por¢des redutoras e nao-redutora. Portanto, os
subsitios sao nomeados por convencao de —» a +n, onde n representa o nimero do subsitio
especifico, e o ponto de clivagem da carboidrato pela enzima ¢ representado pelos
subsitios -1 € +1, sendo -1 a extremidade ndo-redutora e +1 a extremidade redutora do

acucar (DAVIES; WILSON; HENRISSAT, 1997).

As GHs possuem dois mecanismos gerais para sua atividade catalitica (Figura
1), que retém ou invertem a configuracdo do oxigénio anomérico durante a catalise.
Ambos os mecanismos geralmente sdo auxiliados por residuos de acido aspartico e acido
glutdmico do sitio catalitico da enzima. No mecanismo de reten¢do, inicialmente o
residuo do sitio ativo da enzima que funciona como nucledfilo estabelece uma ligagao
covalente com o carbono anomérico do carboidrato, a0 mesmo tempo que outro residuo
catalitico acido/base doa protons para o oxigénio pertencente a ligacdo glicosidica.
Posteriormente, o grupo doador de prétons coordena o ataque nucleofilico de uma
molécula de agua, formando o produto, o que libera o sitio ativo. J4 o mecanismo de
inversao, ocorre de modo mais simples, onde um grupo carboxilato da enzima doa protons
para o oxigénio da ligagdo glicosidica, enquanto ocorre um ataque nucleofilico ao
carbono anomérico do residuo de agucar (PETERSEN, 2010; VUONG; WILSON, 2010).

Das glicosil hidrolases de importdncia em varios processos na natureza,
existem as quitinases, pertencentes as familias GH18 e GH19, ja bastante conhecidas e

bem caracterizadas como proteinas com potencial antifungico.

2.2.1 Quitinases

Quitinases (EC 3.2.1.14) sao enzimas pertencentes principalmente as familias
GH 18 e 19, que hidrolisam ligagdes covalentes B-1,4 entre os residuos de N-acetil--D-
glucosamina (GlcNAc,) que formam as cadeias de quitina (HENRISSAT; BAIROCH,
1993; KOPPARAPU et al., 2011).

Essas enzimas sdo amplamente conhecidas e bem caracterizadas, possuindo
potencial biotecnologico com diferentes utilidades. Quitinases sdo encontradas
envolvidas em varios eventos na natureza, dentre os quais destacam-se a remodelagem
do arcabougo de quitina no exoesqueleto de artropodes, durante os periodos de
crescimento e desenvolvimento (ecdise) (DAHIYA; TEWARI; HOONDAL, 2006;
FUNKHOUSER; ARONSON, 2007) e em certos géneros de bactérias, na transformagao

da quitina insoluvel em metabdlitos e fontes de nutrientes, bem como na defesa contra
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Figura 1 — Esquema dos mecanismos gerais de catalise de glicosilhidrolase (GHs)
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Fonte: VUONG; WILSON, 2010 com adaptagdes.
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patogenos (FUNKHOUSER; ARONSON, 2007). Diversas funcionalidades
ja sdo encontradas na natureza para a atividade dessas enzimas, bem como para os
compostos formados a partir da degradacdo da quitina (STOYKOV; PAVLOV;
KRASTANOV, 2015).

As quitinases da familia GH 18 possuem uma arquitetura conservada,
geralmente apresentando multidominios, podendo conter regides de peptideo sinal,
dominios de ligacdo a quitina, regides cataliticas e dominios contendo repeti¢des do tipo
serina/treonina. Sua regiao de catalise ¢ caracterizada por possuir um dobramento do tipo
barril TIM (triose fosfato isomerase), contendo 8 pares de alfa hélices/folhas beta. Um
residuo de acido glutamico € bastante caracteristico nessas enzimas e pode estar presente
no dominio catalitico. Na falta deste, pode ocorrer uma baixa atividade enzimatica.
Alguns destes dominios acessorios podem auxiliar na catalise enzimatica, como por
exemplo na catélise de substratos insoluveis, que pode ocorrer com o auxilio do dominio
de ligacdo a quitina. Ja alguns dominios podem auxiliar na estabilidade da proteina, como
a por¢do rica em serina/ treonina que provavelmente atua como sitio de glicosilagao,
estabilizando a estrutura da proteina na presenga de proteases (HUANG et al, 2011).
Acredita-se que a funcao primordial das quitinases pertencentes a familia GH 18 seja de
clivagem das cadeias de quitina, porém varias outras atividades foram descritas para este
grupo de proteinas (HUANG et al., 2012).

Quitinases da familia GH 18 sdo encontradas amplamente em todos os grupos
de organismos: arqueas, bactérias, fungos, mamiferos e plantas (STOYKOV; PAVLOV;
KRASTANOV, 2015). O mecanismo de catalise das GHs 18 baseia-se na retencao da
conformagdo do monossacarideo liberado na reagao (B-andmero), também chamada de
catalise substrato-assistida (PERRAKIS et al., 1994, TERWISSCHA VAN
SCHELTINGA et al., 1995).

Ja os membros da familia GH 19 sdo conhecidos por apresentarem um
dobramento com alto conteudo de alfa hélices, apresentando no dominio catalitico um
dobramento do tipo lisozima, sendo encontradas em alguns grupos restritos de
organismos como vegetais superiores, algumas espécies de bactérias, nematddeos e virus
(UDAYA PRAKASH et al., 2010). Apresentam mecanismo de catalise do tipo acido-
base, com inversao da conformagao do residuos de N-acetil-D-glucosamina liberado (o-
anomero) (ISELI et al., 1996).

Enzimas quitinoliticas estdo envolvidas em varios processos na natureza, tais

como no mecanismo de defesa de plantas a diversos patdogenos, como proteinas
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relacionadas a patogénese (PR); no processo de ecdise (muda) de artropodes, na
degradacao do exosesqueleto de quitina. Outros usos incluem a utilizacdo na cadeia
industrial para producdo de compostos derivados de quitina, com diversas aplicacdes.
Dentro do aspecto farmacologico, quitinases sdo utilizadas em processos onde sdo
necessarios produtos oriundos da degradacao da quitina, como suportes membranaceos
no sistema de entrega de farmacos, ou no combate a células cancerosas, induzindo lise

celular (STOYKOV; PAVLOV; KRASTANOV, 2015).

Quitinases sao exemplo de enzimas com potencial de clivar ligagdes entre
monomeros de carboidratos, apresentando um potencial antifungico ja classicamente
conhecido e relatado. Porém outras enzimas possuem também potencial na clivagem de
ligacdes glicosidicas entre outros tipos de glicanos, podendo apresentar assim outras
atividades, como antibacteriana. Destas, podemos citar de modo genérico as
peptidoglicanos hidrolases, capazes de clivar varios tipos de ligagdes que ocorrem entre
os residuos formadores da molécula de peptidoglicano, principal componente da parede

celular bacteriana.

23 Peptidoglicano Hidrolases (PHs)

Peptidoglicano hidrolases (PHs) sdo enzimas bacterianas capazes de clivar
moléculas de peptidoglicanos, e dessa forma, importantes no metabolismo bacteriano
relacionado aos processos de lise e crescimento celular. Estas enzimas podem ocorrer em
diversas classes de organimos, com similaridade em relagdo a sua estrutura e fungao.
Comumente podem ser classificadas em lisozimas, autolisinas, bacteriocinas e
endolisinas (MALINICOVA et al., 2010). Com relagéo a especificidade por um tipo de
substrato, podem ser divididas em glicosidases (n-acetilglucosaminidases e n-
acetilmuramidases), peptidases (carboxipeptidases e endopeptidases), e amidases (n-
acetilmuramoli-L-alanina amidase) (VOLLMER; BLANOT; DE PEDRO, 2008) (Figura
2).
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Figura 2 — Estrutura esquematica de um peptidoglicano de um organismo Gram-positivo

e os sitios de catélise das peptidoglicano hidrolases (PHs)
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O filo bacteriano Firmicutes possui uma grande quantidade de diferentes de
PHs, onde a especificidade pelo tipo de clivagem depende da arquitetura do sitio catalitico
dessas enzimas, porém existem PHs com possibilidade de clivagem em mais de um tipo
de ligacdo na molécula de peptidoglicano, com o mesmo dominio catalitico (dominio
VanY, por exemplo). No dominio CHAP (amidohidrolase/peptidase dependente de
cisteina e histidina) duas fun¢des diferentes sdo reportadas envolvendo tanto separagdo
das células filhas na divisdo celular (N-acetilmuramoil-L-alanina amidase) quanto no
processo de lise celular (endopeptidase) (LAYEC; DECARIS; LEBLOND-BOURGET,
2008) .

As enzimas com capacidade de degradacdo de peptidoglicanos podem
apresentar varias funcdes nas areas da saude, biotecnologia e industrial, como serem
alternativas a antimicrobianos, cosmético e produtos farmacéuticos, facilitadores do
processo de lise celular para obtengdao de produtos recombinantes produzidos no meio
intracelular e no biocontrole na indastria de alimentos (MALINICOVA et al., 2010).

A busca por enzimas com atividades antimicrobianas ¢ um dos alvos na
pesquisa a novos farmacos. Uma das facilidades ¢ o advento do sequenciamento de
genomas de organismos, que ampliou a gama de op¢des na investigagdo de novas
proteinas com esse potencial. Dentre os organismos com genoma completamente
sequenciado e de importancia biotecnologica estd Chromobacterium violaceum, uma
bactéria encontrada em diversos ambientes e com grande poder adaptativo. Além disso,
esta € responsavel pela produgdo de varias enzimas com potencial biotecnoldgico, como

quitinases.

2.4 Chromobacterium violaceum

Chromobacterium violaceum ¢é uma betaproteobactéria Gram-negativo,
oxidase-positiva, anaerobia facultativa, pertencente a ordem Neisseriales e familia
Chromobacteriaceae. E saprofita, de vida livre, sendo comumente encontrada em
ambientes aquaticos, em condi¢des estuarinas ou marinhas (MCAULIFFE; HENNESSY;
BAIRD, 2015). No Brasil foi encontrada habitando as dguas do Rio Negro, na Amazdnia
(DURAN; MENCK, 2001) (Figura 3).

Segundo Yang e Li (2011), C. violaceum pode atuar como possivel patogeno

oportunista causando septicemia em humanos, tendo encontrado somente 106 casos a
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partir de buscas em diferentes bases de dados da literatura entre os anos de 1952 e 2009.
Segundo os autores, 80% dos casos foram relatados em homens, tendo a infecgao
apresentado média de duracao de 7 a 18 dias. Fatores como trauma, exposi¢ao a elementos
ambientais como solo e agua foram considerados como predisposi¢do a infec¢ao por esta
bactéria. Cloranfenicol foi o antibidtico de escolha no tratamento, apesar de em muitos
casos agentes terapéuticos foram usados em combinagao, principalmente apds a década
de 90, onde ciprofloxacino e carbapenem foram incorporados a terapéutica a infec¢ao por

C. violaceum.

Figura 3 — Aspectos morfologicos das colonias de Chromobacterium violaceum

cultivadas em agar Lennox (4gar )

Fonte: Mayara Azevedo (2017)

Martinez e Mattar (2007) relataram um caso de septicemia fatal em uma
crianca de 4 anos, oriunda da zona rural colombiana, que apresentava um quadro de febre,
anorexia, vomito e dor abdominal ha 4 dias. Apds investigagdes laboratoriais e
anaminese, colonias violetas de um bacilo Gram-negativo foram isoladas a partir do
sangue do paciente. Esse bacilo foi identificado como C. violaceum susceptivel a varios

antimicrobianos, porém apesar da terapia ter se iniciado rapidamente, o paciente veio a
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obito no quinto dia de infeccdo. Sabe-se que casos de contaminagao por C. violaceum
podem causar absessos hepaticos, lesdes na pele, fascite necrosante e linfadenite
(AROSIO et al., 2011; MARTINEZ; MATTAR, 2007; SEIGEL et al., 2012).

Um ponto relevante em relacdo a importancia de C. violaceum ¢é a producao
de um metabolito secunddrio chamado violaceina, um pigmento de coloracdo purpura
obtido a partir da fusdo de duas moléculas de L-triptofano. Sua produ¢ao pode variar de
acordo com a localiza¢do onde a bactéria foi isolada. A producao de violaceina ndo esta
restrita somente a bactérias do género Chromobacterium, sendo encontrada, dentre outras
espécies, em Janthinobacteria sp. € Pseudoalteromonas luteoviolacea. Esta molécula
apresenta diversas atividades bioldgicas ja relatadas, como atividade antiparasitaria,
antimicrobiana, antitumoral e imunomoduladora, bem como atividades com potencial
aplicagdo industrial (DURAN et al., 2016).

Este metabolito secundario, a violaceina, ¢ um dos envolvidos no mecanismo
de QuorumSensing (QS) de C. violaceum, onde espécies de bactérias mantém um sistema
de sinalizagdo dependente da densidade celular, em que pequenas moléculas sinalizadoras
sdo produzidas e se acumulam, sinalizando de forma sincronizada, respostas nos niveis
de expressdo génica para a manutencdo das populacdes (LI; NAIR, 2012). Outros
metabolitos ja foram relatados sendo produzidos por C. violaceum, como
antimicrobianos, cianeto de hidrogénio e exonucleases que estdo envolvidas no
mecanismo de sintese de violaceina. Além desses metabolitos, outras moléculas
importantes foram encontradas sendo produzidas por C. violaceum, tais como
ferrioxamine E, um potencial fator de crescimento, potencializadores de antimicrobianos,
outros metabdlitos com potencial atividade antimicrobiana e antitumoral, polissacarideos
ndo comuns, homopoliésteres, dentre outros (DURAN; MENCK, 2001).

O sequenciamento do genoma de C. violaceum ATCC 12472 mostrou
sequéncias para vias alternativas de geragao de energia, ORFs relacionadas ao transporte,
adaptagdo ao estresse e a mobilidade. Regides que codificam para proteinas relacionadas
a patogénese também foram encontradas. Seu genoma ¢ de 4.751.080 pb, compreendido
em um unico cromossomo circular, com 4.431 ORFs (DE VASCONCELOS et al., 2003).
Em muitos desses produtos génicos, vé-se um grande potencial biotecnologico, no que se
refere ao desenvolvimento de novos agentes terapéuticos (CASTRO et al., 2015). Destes
produtos, destacam-se as quitinases produzidas por C. violaceum que podem estar
envolvidas em processos relacionados a obten¢do de fontes de carbono para nutricdo

microbiana e nos mecanismos de defesa com atividades antimicrobianas.
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O sequenciamento do genoma de C. violaceum ATCC 12472, também
encontrou sequéncias codificantes para quitinases [CV2736, CV1897, CV3316, CV2935,
CV4240]. A partir de dados de bioinformatica, a similaridade entre as sequéncias de
aminoacidos predita, bem como estrutural, foi visto que C. violaceum possui quitinases
pertencentes as familias GH 18 e GH 19, com algumas possuindo ou ndo dominio de
ligacdo a quitina, massa molecular variando de 33,7 a 84,5 kDa e pl tedrico variando de

5,17 a 8,88 (DE VASCONCELOS et al., 2003).

2.5rCVv2736

Em um trabalho anterior, rCV2736 foi caracterizada como uma Chitinase-
like, da familia 18 das glicosil hidrolases (GH18), que apresenta 315 aminoacidos
codificados por uma ORF de 915 pb do genoma de C.violaceum ATCC 12472. Através
da andlise da sequéncia, foi observado que esta quitinase possui um uUnico dominio
catalitico (residuos de 16 a 305) em sua estrutura primaria, nao possuindo qualquer outro
dominio acessorio, como dominio de ligacdo a quitina, segundo analises in silico.
Apresenta massa molecular e pl teodrico, calculados com base na sequéncia de
aminoacidos, de 33.743,6 Da e 5,32, respectivamente. Esta proteina foi produzida de
forma heterdloga (rCV2736) em células da levedura Pichia pastoris KM71H, utilizando
o plasmideo de expressao pPICZoA, sendo entdo secretada para o meio de cultura com
auxilio do fator de secrecao de Sacharomyces cerevisiae presente no plasmideo de
expressao (MEDEIROS, 2012).

Em ensaios utilizando quitina coloidal como substrato, rCV2736 apresentou
baixa atividade quitinolitica, quando comparada a quitinases ja descritas na literatura
(MEDEIROS, 2012). Esta proteina também apresentou possiveis sitios de glicosilagao.
Resultados preliminares também apontaram uma possivel atividade antibacteriana em
ensaios utilizando uma fracao protéica enriquecida da enzima recombinante (rCV2736)
(MEDEIROS, 2012).

Além disso, foi observado que os aminoacidos encontrados na sequéncia do
seu sitio catalitico diferem do padrao comumente encontrado em outras quitinases de C.
violaceum. A sequéncia de aminoacidos de rCV2736 apresentou similaridade

significativa com proteinas classificadas na subfamilia CFLE (Cortical fragment-lytic
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enzyme) da super-familia Chitinase-like, incluindo por exemplo uma hidrolase de
Bacillus cereus, relacionada ao processo de esporulacao (PHs), devido a sua atividade
litica sobre o peptideoglicano da parede celular do esporo, auxiliando no processo de
germinac¢do do esporo (VOLLMER et al., 2008b).

Portanto, devido a similaridade estrutural com proteinas relacionadas ao
processo de esporulacao e a possivel atividade antibacteriana desta proteina, especula-se
que rCV2736 seja uma potencial molécula com atividade antimicrobiana contra
patogenos de importancia médica e agroindustrial, sendo necessarias maiores

investigacoes relacionadas ao real papel bioldgico e biotecnoldgico desta molécula.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial da proteina recombinante de Chromobacterium

violaceum ATCC 12472, rCV2736, como um antimicrobiano, a partir de sua sequéncia

original (CV2736), expressa em Pichia pastoris KM71H, bem como determinar seu

mecanismo de a¢do através de ferramentas de biologia computacional.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

>

Y VY

YV V V V

Produzir de forma recombinante em células de Pichia pastoris
KM71H::pPICZaA::CV2736 e purificar a rCV2736;

Caracterizar parcialmente a rCV2736 por determinacdo da sua sequéncia N-
terminal e andlise de glicanos por espectrometria de massas e reacdes de
deglicosilagao;

Investigar a atividade quitinolitica da rCV2736, em diferentes condicdes;
Investigar a atividade hidrolase de peptidoglicano da rCV2736;

Determinar a Concentracao Inibitéria Minima e a Concentracdo Bactericida
Minima da rCV2736;

Investigar efeito do tempo de exposicao a rCV2736 na viabilidade bacteriana;
Investigar o efeito da altera¢do de pH na atividade antimicrobiana da rCV2736;
Investigar efeito modulador da rCV2736 na atividade de antimicrobianos de uso
clinico;

Investigar a atividade antibiofilme da rCV2736;

Investigar a atividade antiparasitaria da rCV2736

Investigar a Hemotoxicidade da rCV2736;

Construir um modelo estrutural tridimensional valido de rCV2736 e investigar o

mecanismo de acdo por simulacao de Docking molecular.
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4 MATERIAL

4.1 Cepas de bactérias e leveduras

O clone da levedura Pichia pastoris KM71H (Invitrogen, Carlsbad, CA,
EUA) transformado com o plasmideo recombinante pPICZaA::CV2736 foi cedido pelo
professor Dr. Thalles Barbosa Grangeiro, do Laboratério de Genética Molecular
(LABGEM) da Universidade Federal do Ceara (UFC). As bactérias utilizadas nos
ensaios: Staphylococcus aureus ATCC 6538P, Klebsiella pneumoniae ATCC 10031,
Escherichia coli ATCC 10536, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 e Salmonella
choleraesuis ATCC 10708 encontram-se mantidas no Laboratério de Pesquisa em
Microbiologia Aplicada (LabMicro) da UFC, coordenado pela Profa. Dra. Nadia Accioly
Pinto Nogueira.

Os experimentos de biologia molecular e microbiologia foram realizados no

LABGEM e LabMicro, respectivamente, sob a supervisao de seus coordenadores.

4.2  Linhagens celulares

Os experimentos de atividade antiparasitaria in vitro foram realizados no
Laboratorio de Pesquisa em Nefrologia e Doengas tropicais, sob a supervisao da profa.
Dra. Alice Maria Costa Martins, bem como a obten¢ao das células de Trypanosoma cruzi

(cepa Y) nas formas epimastigotas e tripomastigotas.

4.3 Enzimas e demais reagentes

A enzima utilizada para determinacdo da atividade quitinédsica, B-
glucuronidase de Helix pomatia tipo HP-2, foi obtida da Sigma-Aldrich.

A enzima tripsina, utilizada para espectrometria de massas foi obtida da GE
Healthcare (Buckinghamshire, Reino Unido).

N-glicosidase F recombinante, de Flavobacterium meningosepticume O-
glicosidasede Streptococcus pneumoniae foram adquiridas da Roche Applied Science
(Mannheim, Germany).

O antimicrobiano Zeocina utilizado para manuten¢ao do clone recombinante

de P. pastoris KM71H foi adquirido da empresa Invivogen (San Diego, CA, EUA).



42

Os meios de cultura utilizados nos ensaios microbiologicos, bem como para
producao da proteina recombinante foram adquiridos das empresas Oxoid, Himedia e
Merck.

Os antimicrobianos utilizados nos ensaios microbioldgicos foram obtidos da
empresa Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, USA). Kit com marcador de massa
molecular para eletroforese SDS-PAGE eletroforese de proteinas em gel de
poliacrilamida sob condi¢do desnaturante (Low Molecular Weight Calibration Kit for
Electrophoresis) foi obtido da GE Healthcare (Buckinghamshire, Reino Unido).

Os demais reagentes utilizados no trabalho foram de grau analitico e

adquiridos de empresas locais.
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5 METODOS

Figura 4 — Fluxograma do desenho experimental das etapas do trabalho
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Fonte: elaborado pela autora.

5.1 Aspectos éticos

O presente trabalho ndao necessita de aprovagdo do comité de ética em
pesquisa da Universidade Federal do Ceara (UFC), conforme a Resolu¢ao 196/96 da
CNS-MS. Devido a C. violaceum ATCC 12472 nao ser uma cepa que faz parte do
patrimonio genético brasileiro, por ter sido coletada na Malasia, ndo ha necessidade de
cadastro deste trabalho no banco de dados do SisGen (Sistema Nacional de Gestdo do

Patrimdnio genético e do conhecimento tradicional associado).

Todos os experimentos em que foram utilizadas manipulagdo de material
genético, bem como manipulacdo de cepas recombinantes foram realizados no
Laboratorio de Genética molecular da Universidade Federal do Ceara, estando autorizado
pela CTNBio (Comissdao Técnica Nacional de Biosseguranga), por meio do CQB
(certificado de Qualidade em Biossegurancga) 0105/99 (publicado no Diario Oficial da
Unido N° 76-E de 23/04/1999, Se¢do 3, pagina 04), a realizar experimentos em regime

de contencdo, com organismos geneticamente modificados do grupo I.
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5.2  Producio da proteina recombinante (rCV2736) a partir de células de Pichia
pastorisKM71H::pPICZaA::CV2736

A produgdo da proteina recombinante foi realizada de acordo com o manual
do fabricante do kit de expressao Pichia Expression Kit (Invitrogen), onde uma colonia
isolada, selecionada em agar YPDS (Yeast Extract Peptone Dextrose Sorbitol) contendo
Zeocina 500 pg/mL, foi inoculada em caldo BMGY (buffered complex glycerol medium),
com o mesmo antibiotico, e incubada a 30 °C, sob agitacao orbital (200 rpm) até atingir
ODggo = 10. As células foram entdo coletadas por centrifugagio (3.000 x g, 5 min, 4 °C)
e ressuspendidas em caldo BMMY (buffered complex metanol medium), acrescido de
metanol, de modo a se obter uma DOgyp = 1,0. A cultura foi incubada nas mesmas
condi¢des anteriormente e metanol P.A. foi adicionado, a cada 24 h, para uma
concentracdo final de 1% (v/v). A indugdo foi realizada por um periodo de até 96 h. O
sobrenadante da cultura foi coletado (3.000 x g, 5 min, 4 °C) e o meio de cultura livre de
células foi dialisado exaustivamente contra dgua destilada, usando uma membrana de
celulose com limite de exclusdo de 12,4 kDa. Ao material dialisado foi adicionado sulfato
de amonio [(NH4)2SO4] so6lido para 95% de saturagdo. A mistura ficou em repouso por,
no minimo, 4 h sendo entdo centrifugada a 12.000 x g, por 20 min, a 4 °C. O precipitado,
denominado fragao 0/95 (F0/95) foi ressuspendido em um pequeno volume de tampao
acetato de sddio 50mM pHS5,2 e armazenado a -20 °C até uso posterior.

Os ensaios para caracterizagao da atividade enzimatica de rCV2736 foram
realizados utilizando a fracao proteica total, que continham todas as isoformas da proteina
recombinante, bem como outras proteinas remanescentes do processo de producgdo. Os
demais ensaios foram realizados utilizando a fracdo cromatografica contendo todas as

isoformas de rCV2736 purificadas (Figura 4).

53 Purifica¢ao da proteina recombinante (rCV2736)

Trés métodos cromatograficos foram testados para a purificagdo de rCV2736:
Cromatografia de afinidade em sefarose com metal imobilizado, cromatografia de
afinidade em matriz de quitina e cromatografia de interacdo hidrofébica em matriz de
Phenyl sepharose.

A cromatografia de afinidade em sefarose com metal imobilizado fo1

realizada utilizando utilizando matrizes contendo niquel, cobalto ou cobre imobilizados
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em matriz de sefarose (GE healhcare), utilizando a fragdo proteica obtida com saturagdo
a 95%de (NH4),SO4,de acordo com o item 5.2. A fracdo foi dialisada exaustivamente
contra tampao Tris-HCI pH 8,0 contendo 0,005 M de imidazol. A matriz foi equilibrada
no mesmo tampao e as fragdes cromatograficas eluidas com 0,05, 0,1, 0,25 ¢ 0,5 M de
imidazol. J4 para a cromatografia de afinidade em matriz de quitina (Sigma), a fracao foi
dialisada exaustivamente contra tampao acetato de sodio pH 5,2 e a matriz equilibrada no
mesmo tampao. As fragdes cromatograficas foram eluidas com 0,1 e 0,5 M de 4cido
acético. Apos ambas as cromatografias, s fragdes foram dialisadas exaustivamente contra
agua destilada e bandas proteicas visualizadas por eletroforese em gel de poliacrilamida
sob condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE), segundo (LAEMMLI, 1970).

Ja para a cromatografia de interagao hidrofobica em matriz de Phenyl
sepharose CL4B (GE Healthcare), a fracdo foi dialisada exaustivamente contra tampao
Acetato de s6dio 50 mM pH 5,2 contendo (NH4),SO4 1,5 M. A matriz foi equilibrada no
mesmo tampao e as fragdes cromatograficas eluidas com tampao Acetato de sodio 50 mM
pH 5,2 contendo concentracdes decrescentes de (NH4),SO4 (1,2, 1,0, 0,9, 0,6 € 0,3 M). O
fluxo utilizado no sistema foi de 1 mL/min e o volume de coleta das fragdes foi de 3
mL/tubo. As fragdes foram dialisadas exaustivamente contra agua destilada. As proteinas
foram concentradas por precipitacdo utilizando (NH4)>SO4 com saturagdo a 95% e as
bandas proteicas visualizadas por eletroforese em gel de poliacrilamida sob condigdes

desnaturantes (SDS-PAGE), segundo (LAEMMLI, 1970).

5.4  Eletroforese em gel de poliacrilamida sob condi¢des desnaturantes (SDS-
PAGE)

A migracao eletroforética das proteinas foi realizada segundo protocolo de
Laemmli (1970), com modificacdes. Uma malha de poliacrilamida com 2 mm de
espessura foi polimerizada num sistema composto por um gel de separacdo na parte
inferior (Acrilamida 15% (m/v), SDS 1% (m/v), Tris-HCI 3 M pH 8,8) e um gel de
concentragdo na parte superior (Acrilamida 3,5% (m/v), SDS 1% (m/v), Tris-HC1 0,5 M
pH 6,8). As amostras, antes de serem submetidas a corrida, foram misturadas a tampao
de amostra para SDS-PAGE (Tris-HCI 62,5 mM pH 6,8, SDS 2% (m/v), glicerol 10%
(v/v), B-mercaptoetanol 5% (v/v), azul de bromofenol 0,001% (m/v) e aquecidas a
aproximadamente 100 °C por 10 min. As corridas foram realizadas mantendo voltagem

constante de 120 V, em tampao de corrida (Tris-HCI 0,025 M, pH 8,3, Glicina 0,192 M,
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SDS 0,1% (m/v)), num sistema vertical. As bandas proteicas foram reveladas por
coloragdao com Coomassie Briliant Blue R-250 0,1%, preparado em metanol 30% (v/v) e
acido acético 10% (v/v), e descoradas com isopropanol 12,5% (v/v) em &cido acético 10%
(v/v). As massas moleculares aparentes das bandas proteicas foram mensuradas pelo

software de captura de imagens E-capt (Vilber Lourmat).

5.5 Caracteriza¢ao bioquimica parcial de rCV2736

5.5.1 Sequenciamento da por¢cio N-terminal da proteina recombinante

O seqiienciamento da por¢ao N-terminal da proteina recombinante, referente
a banda com maior massa aparente vista a partir da SDS-PAGE (41,2 kDa), foi realizado
através da reacdo de degradacao de Edman (EDMAN, 1949), utilizando o sequenciador
automatico de proteinas Shimadzu, modelo PPSQ-213, sob condi¢des fornecidas pelo
fabricante. A fracdo do meio de cultura de P. pastoris KM71H::pPICZaA::CV2736
precipitada a 95% de saturacdo com sulfato de amonio, foi submetida a SDS-PAGE, e a
partir das proteinas presentes no gel, foi realizada a eletrotransferéncia para uma
membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) com poro de 0,45uM, em sistema TE 70
Semidry Transfer Unit (GE Healthcare). A membrana foi tratada com metanol 100% por
alguns segundos, corada com o corante coomassie brillant blue R-250 0,1% (m/v),
metanol 30% e acido acético 10% (v/v) e descorada em em solugdo de metanol 40% e
acido acético 10%. A banda de rCV2736 foi excisada da membrana e apds completamente
descoradas, os pedacos das membranas foram lavados e mantidos em agua ultra pura até

o momento do sequenciamento.

5.5.2 Reacgado de deglicosilacdo com as enzimas N-glicosidase e O-glicosidase

Devido a proteina recombinante se apresentar sob trés bandas proteicas com
diferentes massas moleculares aparentes apés SDS-PAGE, reagdes de digestdo com as
enzimas N-glicosidase F, recombinante, de Flavobacterium meningosepticum e O-
glicosidase de Streptococcus pneumoniae (Roche Applied Science, Mannheim,
Germany) foram realizadas utilizando-se a fragdo cromatografica, a qual continha as

bandas referentes as isoformas da proteina recombinante rCV2736 puras, com o proposito
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de se detectar se as diferentes massas moleculares seriam devidas a possiveis
glicosilagdes existentes na proteina.

Para isto, as reacdes foram realizadas de acordo com o manual do fabricante
(Roche Applied Science, Mannheim, Germany), utilizando-se cada enzima
separadamente, bem como combinadas (3U de N-glicosidase F e 3,75 mU de O-
glicosidase). Em cada reagdo foram adicionados 15 pg de proteina, previamente
dialisadas contra tampao fosfato de sodio 20 mM pH 7,2. As reagdes foram feitas em um
volume final de 60 pL.

A proteina contida na reag¢dao foi desnaturada na presenga de SDS 0,1% e
aquecidas a 100 °C por 5 min. Posteriormente foi adicionado Triton X-100 1% para que
o SDS nao realizasse a desnaturacao das deglicosilases. As reagdes foram incubadas por
18 h a 37 °C e o processo de deglicosilagdo foi visualizado através de SDS-PAGE
(LAEMMLLI, 1970).

5.5.3 Espectrometria de massas

De modo a analisar se rCV2736 foi expressa em Pichia pastoris KM71H em
diferentes isoformas, foi realizada espectrometria de massas a partir da excisdo das
bandas protéicas do gel de poliacrilamida, equivalente as 3 possiveis isoformas com
diferentes massas moleculares visualizadas ap6és SDS-PAGE de rCV2736
(SHEVCHENKO et al., 2006).

Os pedacos de gel foram descorados com solucdo de Acetonitrila 50% em
bicarbonato de amoénio 25 mM pH 8,8 e desidratados em Acetonitrila 100%. Esta foi
removida e os pedacos de gel foram secos em centrifuga a vacuo (Eppendorf). O material
foi reduzido na presenca de 0,1 mL de Ditiotreitol (DTT) 65 mM em bicarbonato de
amoénio 100 mM, por 30 mim, a 56 °C em banho-maria, e alquilados com 0,1 mL de
Iodoacetamida 200 mM em bicarbonato de aménio 100 mM, por 30 min a temperatura
ambiente e no escuro. O material foi lavado trés vezes com 0,2 mL de bicarbonato de
amoénio 100 mM, por 10 min e desidratado com 0,2 mL de acetonitrila 100%, por 5 min.
ApOs secos em centrifuga a vacuo, esses foram digeridos com tripsina a 37 °C.

Apos a digestao, os peptideos foram extraidos por sonicagdao em ultrassom
(Eppendorf) por 10 min e em seguida submetidos ao vortex por 20 s. O sobrenadante foi
removido para outro tubo e os fragmentos de gel lavados duas vezes com acido féormico

5% em acetonitrila 50%. A solugdo utilizada na lavagem foi removida e acumulada em



48

outro tubo. O material final foi centrifugado a 14.000 rpm, 30 s, a temperatura ambiente.
O sobrenadante foi concentrado e os peptideos analisados por espectrometria de massas
pela técnica de ionizagaopor eletropulverizacao (electrospray), em espectrometro Synapt
HDMS ESI-Q-TOF (Waters, Milford, MA, EUA).

Os dados foram analisados através do software online Mascot

(http://www.matrixscience.com) para identificacao das proteinas encontradas nos spots e

analises das massas dos peptideos obtidos.

5.5.4 Determinacao da Atividade quitindsica da rCV2736

O ensaio colorimétrico foi realizado segundo Boller (1992) e o preparo da
quitina coloidal seguiu Molano e colaboradores (1977), que consistiu em incubar a fracao
proteica total, que continham todas as isoformas da proteina recombinante rCV2736 bem
como outras proteinas remanescentes do processo de producdo (250 pL) com quitina
coloidal 1% (m/v) (250 uL) a 37 °C, por 1 h, com agitacdo constante. A rea¢ao foi parada
por aquecimento em banho-maria a 100 °C por 8 min. As amostras foram resfriadas em
banho de gelo e centrifugadas a 13.000 rpm, por 15 min, a 25 °C, e o sobrenadante (300
pL) transferido para novo tubo, contendo a enzima (-glucuronidase de Helix pomatia tipo
HP-2 (Sigma-Aldrich) (13,2 U). Como controle, foi feita uma rea¢do sem a adicdo da
fracdo proteica contendo a quitinase recombinante, que foi substituida por tampao acetato
de sodio 50 mM pH 5,2), com a adicao de substrato. A reagdo com B-glucuronidase foi
incubada a 37 °C por 1 h e entdo interrompida por fervura em banho-maria por 6 min.
Apos resfriamento, tampao acetato de sddio 0,05 M pH 5,2 (100 uL) e tetraborato de
potassio 0,6 M (190 pL) foram acrescentados a mistura, novamente aquecida por 5 min.
ApoOs resfriamento em banho de geloob 1 mL de uma solugdo de p-
dimetilaminobenzaldeido [DMAB 10% (m/v)] preparado em acido acético contendo
12,5% de acido cloridrico (HCI) 11,5 M diluida 1x em é4cido acético PA foi adicionada a
mistura.

A leitura das absorbancias foi feita a 585 nm e para o célculo da quantidade
de agtcar liberado na reagdo foi utilizada uma curva padrao construida a partir de
diferentes concentragdes de N-acetil-D-Glucosamina (GlcNAc), variando de 100 a 1.000
uM (REISSIG et al., 1955). Uma unidade (U) de atividade enzimatica foi definida como

a quantidade de enzima capaz de liberar 1 nmol de GIcNAc por 1 mL em 1 h, sob as
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condi¢gdes acima descritas. Os resultados foram expressos como médias = EPM de

triplicatas.

5.5.4.1 Efeito do tempo de incubagdo na atividade quitinasica de rCV2736 sobre quitina

coloidal

Para avaliar se o tempo de incubagdo com o substrato influenciaria num
aumento ou diminuicdo da atividade quitinasica da proteina recombinante, foi realizado
o ensaio de atividade quitindsica, segundo Boller (1992) com modificagdes. A fragdo
proteica total, que continha todas as isoformas da proteina recombinante rCV2736 bem
como outras proteinas remanescentes do processo de producao foi incubada por 1 h e 24
h, de acordo com o item 5.5.4. Como branco da reagdo, foi utilizado somente tampao
acetato de sodio 50 mM pH 5,2 juntamente com o substrato. Apos o ensaio, a atividade
quitinasica total foi calculada considerando uma unidade de atividade enzimatica (U) a
quantidade de enzima capaz de liberar 1 nmol de GIcNAc por 1 mL em 1 h e 24 h, sob as

condig¢des acima descritas.

5.5.4.2 Efeito da concentragdo de NaCl e do tempo de rea¢do na atividade quitinasica

de rCV2736 sobre quitina coloidal

A exposicdo de residuos hidrofobicos do dominio catalitico da enzima
recombinante pode ser uma maneira de se aumentar a interacdo com a quitina. Deste
modo, para avaliar o efeito do NaCl na atividade quitindsica da rCV2736, as reacodes
foram conduzidas na presenga de diferentes concentracdes de NaCl (0,25 M, 0,5 M, 0,75
M e 1M), utilizando quitina coloidal como substrato (item 5.8), de acordo com Boller
(1992), com modificagdes. Como controle, a reacao foi realizada sem a presenca do NaCl
e como branco da reagdo foi utilizado tampao acetato de sédio 50 mM pH 5,2 e substrato.
O ensaio foi realizado em dois tempos de incubagdo, 1 h e 24 h, fra¢do proteica total, que
continham todas as isoformas da proteina recombinante rCV2736 bem como outras
proteinas remanescentes do processo de producao. Apds o ensaio, a atividade quitinasica
total foi calculada considerando uma unidade de atividade enzimatica (U) a quantidade
de enzima capaz de liberar 1 nmol de GIcNAc por I mL em 1 h e 24 h, sob as condi¢des

acima descritas.
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5.5.4.3 Efeito da presenga de metais na atividade quitindsica de rCV2736 sobre quitina

coloidal

Para avaliar o efeito da presenca de ions metalicos (Ba*", Sr*", Cs*, Li", Mg®",
Ni*", La*", Co*", Zn*", Ca*", Cd*", Rb", Mn*", AI’", Hg*", Fe’" e Cu®") na atividade
quitinasica da proteina recombinante, aliquotas da fracdo proteica contendo a fracdo
proteica total, que continham todas as isoformas da proteina recombinante rCV2736 bem
como outras proteinas remanescentes do processo de producao foram incubadas com a
solu¢ao 50 mM do ion metélico por 1 h. Apds a incubagdo, as amostras proteicas tratadas
foram utilizadas para deteccdo da atividade quitinasica de acordo com o protocolo
descrito no item 5.5.4, com quitina coloidal como substrato. Em alguns casos, algumas
amostras apresentaram um grau de desnaturacdo protéica muito intenso. Por isso, as
mesmas foram centrifugadas a 12.000 rpm, 5 min, a temperatura ambiente € o
sobrenadante utilizado na atividade. Para ndo haver interferéncia dos metais com a
atividade da enzima [B-glucuronidase utilizada no ensaio, foram adicionados 15 pL de
acido etileno diamino terd-acético (EDTA) 100 mM ao sobrenadante, apds incubagdo

com o substrato e centrifugacgao.

5.5.5 Zimografia para detecgdo da atividade hidrolase de peptidoglicano

Para avaliar se a proteina recombinante possuia atividade sobre
peptidoglicanos encontrados na parede celular bacteriana foi realizada a técnica de
zimografia in gel, utilizando-se como substrato células bacterianas, segundo Dufour &
Lévesque (2013), com modificacdes.

No preparo das células bacterianas utilizadas como substrato no gel de
poliacrilamida, culturas de Staphylococcus aureus ATCC 6538P, Escherichia coli ATCC
10536, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 e Salmonella choleraesuis ATCC 10708,
crescidas em 3 mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion) por aproximadamente 16 h a 37
°C, foram inoculadas em 300 mL de caldo BHI e incubadas a 37 °C até uma DOgoonm de
0,2. As células foram coletadas por centrifugagdo a 10.000 x g, 10 min, 4 °C, o precipitado
de células foi lavado em tampao Tris-Cl 20 mM pH 7,4, NaCl 100 mM, e ressuspendido
em 1 mL de tampao Tris-Cl, 5M, pH 8,8.
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Uma aliquota de 1 mL da suspensao de células foi incorporada ao gel de
poliacrilamida, onde a eletroforese de proteinas foi realizada segundo Laemmli (1970),
com modificagcdes. Para o gel de concentracdo (porcao superior) foram utilizados
acrilamida 3,5% e SDS 1% em tampao Tris-Cl 3 M pH 6,8 e para o gel de separagdo
(parte inferior) foram utilizados acrilamida 15 % e SDS 1% em tampao Tris-Cl 3 M pH
8,8. As amostras das fragdes proteicas fragdo proteica total, que continham todas as
isoformas da proteina recombinante rCV2736 bem como outras proteinas remanescentes
do processo de produgdo foram misturadas a tampao de amostra contendo glicerol (37,5
mM Tris-Cl pH6,8, 3% SDS (p/v), 7,5% Glicerol (v/v), 0,0125% Coomassie blue G-250)
e aquecidas a 100 °C por 7 min. Como controle negativo, foi utilizada Albumina Sérica
Bovina (BSA) (Fisher Scientific).

Apos a eletroforese, os géis foram lavados duas vezes com 100 mL de agua
destilada e incubados em tampao de renaturacao (20 mM Tris-Cl pH7,4, 50 mM NaCl,
20 mM MgCl2, 0,5% (v/v) Triton X-100) por 30 minutos até¢ um tempo méaximo de 24 h,
a temperatura ambiente para visualizagdo das zonas de degradagdo do substrato. O gel
entdo foi corado em solugdo de 0,1% (m/v) de azul de metileno, que revela a atividade

positiva através do aparecimento de bandas (zonas) claras.

5.6 Atividade biolégica de rCV2736

5.6.1 Determinacgdo da atividade antimicrobiana da proteina recombinante rCV2736

sobre células em crescimento planctonico

5.6.1.1 Concentragdo Inibitoria Minima (CIM)

Para os ensaios de atividade antimicrobiana, utilizaram-se culturas de bactérias de
S. aureus ATCC 6538P, E. coli ATCC 10536, P. aeruginosa ATCC 9027, K. pneumoniae
ATCC 10031 e S. cholerasuis ATCC 10708, e culturas de leveduras Candida albicans
ATCC 10231 e C. tropicalis ATCC 750. A CIM foi determinada pelo ensaio de
microdilui¢do, realizado em microplacas estéreis de 96 pocos, segundo a norma M7-A6,
vol. 23, n® 2 (CSLI, 2003), com modificagdes. Culturas microbianas, mantidas sob
refrigeracdo, em agar BHI ou Sabouraud, foram repicadas para caldo BHI para bactérias

e Sabouraud para as leveduras e incubadas a 35 °C, por 16 h. Posteriormente, a densidade
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das culturas foi ajustada em solucao salina 0,9%, de acordo com o tubo 0,5 da escala de
McFarland, para uma suspensdo de aproximadamente 10° UFC/mL para bactérias ou 10°
UFC/mL para leveduras. Essa suspensao de células foi diluida 100 vezes em caldo Muller
Hinton, pH 5,2 para bactérias e caldo Sabouraud para as leveduras, e 5 pL dessa dilui¢ao
foram transferidos para cada pogo da microplaca. Os pogos teste continham 100 pL de
caldo Muller Hinton, pH 5,2 para bactérias e 100 pL de caldo Sabouraud para as
leveduras, e 100 uL de rCV2736, previamente dialisada exaustivamente contra Tampao
acetato de sodio 50 mM, pH 5,2, para manter a proteina em um valor de pH préximo do
seu 6timo com relacdo a atividade quitinasica (MEDEIROS, 2012), em concentragdes
que variavam de 0,183 a 365ug/mL. Como controle negativo do experimento foi utilizado
o antibiotico Amicacina para bactérias e cetoconazol para as leveduras nas concentragoes
de 0,049 a 100png/mL e como controle positivo do crescimento foi usado meio de cultura
contendo o indculo microbiano utilizado. Tré€s experimentos independentes foram
realizados, sendo cada um em triplicata.

As microplacas foram incubadas por 24 h a 35 °C e a inibi¢do do crescimento
microbiano foi avaliada a olho nu bem como pela determinagdo da turvagao do meio de
cultura com leitura da absorbancia a 620 nm de cada pogo, de modo a se determinar uma
possivel turbidez causada pela proteina em contato com o meio de cultura, em leitor de
Elisa (BioTek). Considerou-se como CIM a menor concentragcao de rCV2736 que, a olho
nu, foi capaz de inibir completamente o crescimento microbiano. A populagdo microbiana
do indculo inicial foi determinada por contagem em placa apos 24 h de incubagao a 35
°C, pela técnica da micro-gota (ROMEIRO; ROMEIRO, 2007). Para isso foram
inoculadas em placas de agar plate count aliquotas de SuL cada.

Os resultados foram expressos como médias + EPM de trés experimentos
independentes realizados em triplicata. A andlise de varidncia (ANOVA) foi realizada,

utilizando-se pos-teste de Dunnett com p<0,05.

5.6.1.2 Concentragdo Bactericida Minima (CBM)

Para obter a CBM, aliquotas de 5 uL dos pogos onde nao houve crescimento
no ensaio de determinacdo da CIM foram inoculadas em agar plate count (ROMEIRO;
ROMEIRO, 2007). Apos 24 h de incubacdo a 35 °C, foi realizada a contagem das

unidades formadoras de colonias (UFC) e a CBM foi considerada como a menor
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concentracdo de rCV2736 capaz de matar 99,9% das cepas microbianas testadas

(BARON; PETERSON; FINEGOLD, 1994).

5.6.1.3 Efeito do tempo de exposi¢do a rCV2736 na viabilidade das cepas P. aeruginosa
ATCC 9027 e K. pneumoniae ATCC 10031

O efeito do tempo de exposicao foi determinado para as cepas P. aeruginosa
ATCC 9027 e K. pneumoniae ATCC 10031, que tiveram seus crescimentos
inviabilizados pela rCV2736 nas concentragdes testadas (RUKHOLM et al., 2006). Para
1sso, inicialmente foram obtidas as curvas de crescimento microbiano das duas cepas.

Suspensdes microbianas em caldo BHI crescidas a 37 °C por 16h tiveram a
densidade celular ajustada em solugdo salina 0,9%, de acordo com o tubo 0,5 da escala
de McFarland. Apods diluidas 100 vezes em caldo Muller Hinton, pH 5,5, foram
distribuidas nos pogos de microplacas e incubadas a 37 °C. A curva de crescimento de
cada cepa foi obtida por contagem de colonias em agar plate count apés 0, 2, 4, 6, 8, 10,
12 e 24 h pela técnica da micro-gota (ROMEIRO; ROMEIRO, 2007)

Para determinagao do efeito do tempo de exposi¢do a proteina recombinante,
culturas de P. aeruginosa ATCC 9027 e K. pneumoniae ATCC 10031 foram expostas a
concentragdes de rCV2736 equivalentes a 1/2xCIM, CIM e a 2xCIM (CLM), em
microplacas de 96 pogos contendo caldo Muller Hinton, pH 5,5. Para isso, suspensoes
microbianas com aproximadamente 10° UFC/ml foram preparadas de acordo com item
5.6.1.1. As microplacas foram incubadas a 35 °C e nos tempos 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 24 h
foram coletadas aliquotas e plaqueadas em agar plate count para contagem de células
viaveis. Como controle do experimento foram utilizadas culturas dos microrganismos
testados sem tratamento. O experimento foi realizado em triplicata.

Os resultados foram expressos como médias £ EPM. A analise de variancia

(ANOVA) foi realizada, utilizando-se pds-teste de Dunnett com p<0,05.

5.6.1.4 Efeito da alteragdao de pH na atividade antimicrobiana da rCV2736 sobre P.
aeruginosa ATCC 9027 e K. pneumoniae ATCC 10031

A influéncia da alteracio no pH do meio de cultura na atividade
antimicrobiana da proteina recombinante rCV2736 sobre P. aeruginosa ATCC 9027 e K.

pneumoniae ATCC 10031 foi determinada através de ensaio de microdiluicdo em
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microplaca de 96 pocos, de acordo com a metodologia descrita no item 5.6.1.1.
Suspensdes microbianas, com aproximadamente 10® UFC/mL, foram obtidas a partir de
culturas crescidas em caldo BHI a 35 °C, por 24 h. Nas microplacas foram adicionados
SuL das suspensdes microbianas, 100 uL de caldo Muller Hinton em diferentes valores
de pH (5,5, 6,0, 6,5, 7,0 e 7,5) e diferentes concentragdes de rCV2736 (0,183 a 375
pg/mL). As microplacas foram incubadas a 35 °C, por 24 h, e apds este periodo,
inspecionadas a olho nu para visualiza¢dao do crescimento bacteriano. Para ajuste do pH
do caldo de cultura, foram utilizados HCI 5 M e¢ NaOH 3 M. Como controle do
experimento foram utilizadas culturas dos microrganismos testados, nos diferentes
valores de pH, sem tratamento (WU et al., 2008). O experimento foi realizado em

triplicata.

5.6.1.5 Efeito modulador da proteina recombinante rCV2736 na atividade de

antimicrobianos (ATB) de uso clinico

O efeito modulador da rCV2736 na atividade de ATB foi avaliado pelo método de
Checkerboard, onde diferentes concentracOes das substancias testadas sdo combinadas
como num xadrez (Checkerboard broth microdilution assay) (JAYARAMAN et al.,
2010). Culturas bacterianas em caldo BHI, incubadas a 37 °C, por 16 h, tiveram sua a
densidade celular ajustada em solugdo salina 0,9%, de acordo com o tubo 0,5 da escala
de McFarland, para uma suspensdo com aproximadamente 10° UFC/mL e em seguida
foram diluidas 100 vezes em caldo Muller Hinton pH 5,5. In6culos de 5 pL das culturas
foram transferidos para os pocos da microplaca. A cada poco da microplaca foram
adicionadas associacOes de diferentes concentracdes sub-inibitorias de rCV2736 ¢ ATB
(12 x CIM, 1/4 x CIM, 1/8 x CIM, 1/16 x CIM), em um volume final de 100 pL, em
caldo Muller Hinton, pH 5,5.

As microplacas foram incubadas a 37 °C, por 24 h e avaliadas por inspecao
visual da turvagdo. Para avaliagdo do efeito modulador foi considerado o célculo do

Indice de Concentragdo Inibitéria Fracionada (IFIC):

la]  _Lb]

IFIC = FICa + FICh = 2
¢ =FlCa+FICh = =+ enb

onde, [a] e [b] representam as menores concentragdes das substincias nas associagoes,

FIC representa a Concentragdo inibitoria fracionada e CIM a Concentracao Inibitoria
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Minima de cada substancia utilizada no ensaio. O ensaio foi realizado em triplicata, com
duas repeticdes. Como controle negativo foi utilizado somente caldo Muller Hinton e
como controle positivo de crescimento do microrganismo foram utilizadas células ndo
tratadas. A classificagdo do efeito das associagdes foi estabelecida como sinergismo (ICIF
<0,5), aditivo ou indiferente (ICIF > 0,5 e < 1,0) e antagonismo (ICIF > 1,0) (EUCAST,
2003).

5.6.2 Determinacdio da atividade antimicrobiana da proteina recombinante rCV2736

sobre células microbianas em biofilme

5.6.2.1 Concentragdo Inibitoria Minima no Biofilme (CIMB)

A CIMB define a menor concentracao de proteina recombinante necessaria
para inibir a formacao e o crescimento do biofilme bacteriano. As cepas utilizadas foram
classificadas de acordo com o grau de formacao de biofilme, através da DOsqgnm Obtida a
partir da coloragdo do biofilme com cristal violeta 0,1 %, onde a DOsgpnm< 0,1 ¢
considerado pobre produtor; 0,1 > DOsgonm < 0,5, produtor € DOsgonm> 0,5, alto produtor
(MALDONADO et al., 2007).

A atividade da proteina recombinante na inibi¢do da formagao de biofilme de
P. aeruginosa ATCC 9027 e K. pneumoniaea ATCC 10031 foi realizada segundo
(DURHAM-COLLERAN e colaboradores (2010), ¢ OVERHAGE e colaboradores
(2008), com modificagdes, e as microplacas foram preparadas de acordo com o item
5.6.1.1. Microplacas contendo caldo Muller Hinton foram preparadas contendo diferentes
concentragdes de rCV2736 (0,183 a 365 pg/mL). Como controle, foram utilizadas
culturas ndo tratadas com a proteina recombinante. Apds 24 h de incubacao, sob lenta
agitacdo orbital, a 37 °C, as células planctonicas foram removidas e biofilme formado na
microplaca foi lavado com 4gua destilada. A microplaca foi seca em temperatura
ambiente e o biofilme fixado em 200 puL. de metanol PA. Apds a retirada do metanol, o
biofilme foi corado e quantificado através de coloracao com cristal violeta 0,1% por 10
min, remogao e lavagem das células aderidas a microplaca e secagem. Para quantificagdao
indireta por espectrofotometria da biomassa de biofilme, uma lavagem com 200 pL de
acido acético 33% foi realizada, incubando-se por 10 min para remocao completa do

corante preso as células. Este volume foi transferido para uma nova microplaca e lida a
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absorbincia a 590 nm em leitor de Elisa (ElisaBiotek). O ensaio foi realizado em
triplicata. O percentual de inibigdo do crescimento foi calculado considerando a
absorbancia do controle positivo do ensaio como 100% de crescimento, de acordo com a
féormula abaixo, onde ICB representa o percentual de Inibicdo do Crescimento do
Biofilme, Abs [rCV2736] representa a absorbancia de cristal violeta obtida para a
concentracdo de proteina recombinante utilizada e Abs controle, a absorbancia de cristal
violeta do controle positivo para o crescimento do biofilme (pocos ndo tratados com
rCV2736):

_ Abs [rCV2736]x 100%

ICB
¢ Abs controle

x100%

Os resultados foram expressos como médias £ EPM. A analise de variancia

(ANOVA) foi realizada, utilizando-se pds-teste de Dunnett com p<0,05.

5.6.2.2 Detecgao da concentragdo minima de erradicagdo do biofilme (CMEB)

A CMEB define a menor concentragcdo de proteina recombinante necessaria
na erradicacao do biofilme ja formado. O efeito da proteina recombinante rCV2736 na
erradicagdo de biofilme pré-formado foi determinado através da metodologia de
DOSLER & KARAASLAN (2014), com modificacdes. O biofilme foi crescido em
microplaca de 96 pogos, utilizando 100 pL de caldo Muller-Hinton, pH 5,5, ¢ 5 uL de
suspensdo microbiana (10° UFC/mL) de P. aeruginosa ATCC 9027 e K. pneumoniae
ATCC 10031, de acordo com o item 5.6.1.1. As microplacas foram incubadas sob
agitacdo orbital lenta a 37 °C, por 24 h. Apds este periodo, o0 meio contendo as células
planctonicas foi aspirado com auxilio de uma pipeta estéril, o biofilme formado nos pogos
foi lavado com salina estéril (NaCl 0,85%) e a cada poco foram adicionados 100 pL de
caldo Muller Hinton, pH 5,5, contendo concentragdes de proteina recombinante que
variaram de 182,5 pg/mL a 730 ug/mL. Apds incubagdo a 37 °C por 24 h, sob agitacdo
orbital lenta, as células planctonicas foram removidas por aspira¢ao, os pogos novamente
lavados com salina estéril e 100 pLL de salina foram utilizados para desprender o biofilme
remanescente dos pogos por raspagem com auxilio de uma ponteira estéril. O material de
cada poco foi diluido e plaqueado para contagem das colonias em agar Plate Count. O

experimento foi realizado em triplicata.
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5.6.3 Determinacio da atividade tripanocida in vitro da proteina recombinante

rCV2736

5.6.3.1 Sobre a forma epimastigota de Trypanosoma cruzi

Células na forma epimastigota da cepa Y de Trypanosoma cruzi foram obtidas
a partir de cultura em caldo LIT (/iver infusion tryptose), suplementado com penicilina
(100 UI/mL), estreptomicina (100 pg/mL) e 10% de soro fetal bovino (SFB), incubado a
28 °C, de acordo com protocolo de Camargo (1964). A manutencao das culturas viaveis
para estoque foi realizada através de repiques semanais em caldo LIT suplementado nas
mesmas condi¢des (KESSLER et al., 2013).

Para avaliacdo da citotoxicidade da proteina recombinante sobre formas
epimastigotas foi seguido o protocolo descrito por Nogueira e colaboradores (2015).
Culturas celulares em fase logaritmica de crescimento (sete dias apds o repique) foram
ajustadas para uma suspensdo com concentracio de 10° parasitos/mL em microplaca de
96 pocos. As culturas foram tratadas com concentragdes de rCV2736 variando de 12,5 a
1600 pg/mL, cultivadas e analisadas nos tempos de 24, 48 e 72 h apos o tratamento, a
28°C. Como controle negativo foram utilizadas células nao tratadas com a proteina
recombinante, em tampao fosfato salino (PBS).

A contagem de células viaveis, com motilidade e morfologia preservadas, foi
realizada em microscopio Optico, utilizando cadmara de Neubauer. O experimento foi
realizado em triplicata, com trés repetigoes (KESSLER et al., 2013).

A partir da contagem, foi possivel determinar a densidade parasitdria de

acordo com a seguinte formula:

n° parasitos L
— =n°viaveis x5x FC x FD
m

onde n° parasitos vidveis expressa o nimero de células viadveis contadas nos
campos da camara de Neubauer, FC o fator de corre¢do da camara e FD o fator de
diluicao. Os valores foram expressos como % de viabilidade celular £ EPM para cada
concentracdo. A partir dos valores obtidos foi possivel se determinar a Concentragdao

Inibitéria Média (Cls).
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5.6.3.2 Sobre a forma tripomastigota de Trypanosoma cruzi

Os parasitos na forma tripomastigota foram cultivados em células LLC-MK2
(Rhesus monkey kidney) de acordo com (ADADE e colaboradores (2012), utilizando o
meio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle's médium) contendo 2% de SFB e os
antibioticos citados anteriormente. As culturas foram mantidas em estufa a 37 °C com
atmosfera de CO;, (5%) controlada, por 5 a 6 dias. Apds a eclosdo das células, os
tripomastigotas foram recuperados por centrifuga¢ao (3500 rpm, 7 min) a partir do
sobrenadante e utilizados nos ensaios de citotoxicidade da proteina recombinante.

Os tripomastigotas foram cultivados em microplacas de 96 pocos, utilizando-
se 10° parasitos/mL em meio DMEM contendo 10% de SFB e os antibidticos citados
anteriormente, em estufa a 37 °C com atmosfera de CO, (5%) controlada. As culturas
foram tratadas com concentragdes de rCV2736 variando de 6,25 a 400 ug/mL e avaliadas
apos 24 h de tratamento. Como controle negativo foram utilizadas células ndo tratadas
com a proteina recombinante, em tampao fosfato salino (PBS), sendo considerado 100%
de crescimento. A contagem de células viaveis, com motilidade e morfologia preservadas,
foi realizada em microscopio Optico, utilizando camara de Neubauer. O experimento foi
realizado em triplicata, com duas repetigdes (KESSLER et al., 2013). A partir da

contagem, foi possivel determinar a densidade parasitaria, de acordo com o item 5.15.1.

5.6.4 Determinacdio de Hemotoxicidade

A hemotoxicidade da rCV2736 foi determinada utilizando-se uma suspensao
de hemadcias de carneiro lavadas com solugdo salina e diluidas para uma concentragdo
final de 1% (v/v) em tampao PBS pH 7,4. 100 uL da suspensdo de hemacias foram
adicionados a microtubos estéreis juntamente com 100 pL. de rCV2736 em concentracdes
que variavam de 1,12 pg/mL a 575 pg/mL. Apos 1h de incubagdo a 35°C, o sobrenadante
foi coletado por centrifugagdo e a densidade 6tica obtida em leitor Elisa (ElisaBiotek) a
570 nm. Como controles negativo e positivo do ensaio foram utilizados tampao PBS e
Triton x-100 a 0,1% (v/v), respectivamente. Os resultados foram expressos como médias
+ EPM. A andlise de variancia (ANOVA) foi realizada, utilizando-se pos-teste de Dunnett

com p<0,05.
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5.7  Docking molecular

5.7.1 Determinagdo da estrutura tridimensional da rCV2736 por modelagem molecular

por homologia

A estrutura tridimensional de rCV2736 foi obtida com auxilio do servidor
Phyre* — Protein Homology/analogy Recognition Enginev. 2.0 (KELLEY et al., 2015),
levando em consideracao as propriedades fisicas e quimicas dos aminoécidos presentes
em sua sequéncia. O Phyre® faz uso, inicialmente do banco de dados de estruturas
conhecidas de proteinas (SCOP — Structural Classification of Proteins), que por sua vez
esta interfaceado ao banco de dados de estruturas resolvidas (RCSB Protein Data Bank).
Dentre os modelos obtidos, aquele gerado a partir do molde da proteina relacionada a
esporulagdo (PDB: 3CZ8) de Bacillus subtilis foi selecionado, devido a sua confianca
(100%) e sua identidade (27%) com os residuos da rCV2736. Em todas as analises de

simulacado in silico este modelo foi empregado.

5.7.2 Avaliacdo da qualidade do modelo

Para a analise da qualidade, o arquivo do modelo da rCV2736 em extensdo pbd
foi analisado usando o servidor Molprobity (CHEN et al., 2010), a partir do grafico de
Ramachandran, que avalia a tor¢ao dos angulos ¢ e y dos residuos de aminoacidos,
elegendo regides permitidas e ndo-permitidas para o posicionamento desses residuos na
estrutura da proteina(HINTZE et al., 2016). Para esse propdsito, também foi usado o
servidor Whatlf (HOOFT et al., 1996), uma ferramenta capaz de identificar erros (muitas
vezes pequeno, mas as vezes catastroéfico) em estruturas proteicas (HOOFT, et al., 1996).
Para corregdes de rotdmeros e aminoacidos em posi¢coes ndo-favoraveis ou nao-
permitidas foi utilizada a ferramenta Coot (Crystallographic Object-Oriented Toolkit
(EMSLEY et al., 2010). Em seguida, foi minimizada a energia presente no modelo
empregando o servidor Gaia, nas platatormas Chiron (KOTA et al., 2011) e GalaxyWeb
(KO et al., 2012; SHIN et al., 2014).
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5.7.3 Simulagdo de docking molecular

O docking molecular foi realizado com auxilio do software Autodock Vina
(TROTT; OLSON, 2010). Para esse proposito, inicialmente foram adicionados todos os
hidrogénios nao-polares presentes nas moléculas “proteina e ligantes” e, em seguida, o
arquivo contendo a estrutura da proteina rCV2736 foi arquivado em extensdao pdbqt
contendo todos os aminoacidos (‘*'FSGINVDFE'”) presentes no sitio catalitico com
ligacdes flexiveis entre seus atomos. Os ligantes [(GlicNac)s e (GleNAc-MurNAc);]
também foram arquivados com todas as suas ligacoes flexiveis e em formatos pdbgt. O
docking realizado foi do tipo sitio dirigido, sendo os parametros selecionados: regido de
ancoragem do ligante (grid) com dimensdes x, y e z de 40 pts/mapa e 0,553 A e
coordenadas de centro: x =-26.763, y =-0.087 e z=10.739.

Nas simulagdes foram geradas 20 saidas de docking (pose), aplicando
exaustividade de 12 e uma seed de 1000. As melhores saidas de docking foram
selecionadas de acordo com a menor energia, bem como a menor distancia possivel (A)
de interagdo entre o residuo de aminoacido E'®da proteina rCV2736 ¢ o centro da catalise
dos ligantes de acordo com a posi¢ao dos subsitios da enzima (DAVIES; WILSON;
HENRISSAT, 1997). As medi¢des das distancias de ligagao, bem como a elaboragao das
imagens representativas das interacoes foram realizadas com o software Pymol

(https://pymol.org/2/).
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6 RESULTADOS

6.1 Purificagcao da proteina recombinante

Cromatografia de interagao hidrofobica em matriz de Phenil sepharose CL4B
foi realizada com a fragdo proteica obtida do meio de cultura de P. pastoris
KMT71H::pPICZaA::CV2736, precipitado a 95% de saturacdo com sulfato de amonio. A
proteina recombinante foi visualizada por SDS-PAGE, apods eluicdo dos picos
cromatograficos em tampao acetato de sodio 50 mM pH 5,2 contendo 0,6 M e 0,3 M de
(NH4)2SO4 (Figura 5). Este método também foi avaliado substituindo-se o tampao acetato
de sodio por tampao fosfato de sddio SO0mM pH 7,4 contendo as mesmas concentracdes
de (NH4),SO4 e a eluicao da proteina manteve-se nas mesmas condigdes.

Apos SDS-PAGE dos picos cromatograficos, rCV2736 apresentou-se sob
trés isoformas com massas moleculares aparentes aproximadas de 41, 38 e 36 kDa,
denominadas de BI, BII e BIII, respectivamente de acordo com suas massas. Para os
demais métodos cromatograficos testados, ndo foi possivel a purificacdo da proteina

recombinante.
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Figura 5 — Cromatografia de interacdo hidrofobica em matriz de Phenyl sepharose de

rCV2736
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A: Perfil cromatografico; B: Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS
sob condigdes desnaturantes (SDS-PAGE), evidenciando nos picos II e III a rCV2736.
M: marcador Low weight marker (GE healthcare); I a III: picos obtidos na presenca de
tampao acetato de s6dio 50 mM pH 5,2 contendo 1,5, 0,6 ¢ 0,3 M de (NH4),SOy,
respectivamente; IV: agua; V: NaOH 0,1 M. As bandas referentes a proteina
recombinante estdo indicadas na figura.

Fonte: elaborada pela autora
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6.2  Caracterizacio bioquimica parcial de rCV2736

6.2.1 Sequenciamento N-terminal de rCV2736

A seqliéncia N-terminal da proteina recombinante, obtida pelo método de
Edman, referente a banda do gel de poliacrilamida com massa molecular aparente de
41,2kDa (BI), apresentou 33 residuos de aminoacidos:
EAEAEFVLAYYSGYAGNYAALTRYAASFNAVAV. Na por¢ao N-terminal da
proteina foram encontrados os residuos iniciais adicionados pelo vetor de expressao
pPICZoA (residuos de aminoacidos na sequencia EAEA), bem como os residuos que
codificam para o sitio de clonagem utilizando a enzima restricdo EcoRI (residuos de
aminoacidos na sequencia EF). Devido a por¢ao inicial apresentar os quatro aminoacidos
referidos (EAEA), comprova-se que houve o correto processamento do fator o de
secrecdo de Saccharomyces cerevisiae, que também ¢ adicionado pelo vetor de expressao
como estratégia para secrecdo de rCV2736 por P. pastoris, pela enzima Kex2 produzida

pela levedura.

6.2.2 Deglicosila¢ido com as enzimas N e O-glicosidase

Reacdes de deglicosilagdo com as enzimas N-glicosidase F e O-glicosidase foram
realizadas a fim de saber se rCV2736 produzida em células de P. pastoris KM71H possui
glicosilagdo. O processo de deglicosilacdo foi visualizado através de SDS-PAGE,
utilizando-se 8 pg das isoformas da proteina recombinante obtida apds cada reagdo

(Figura 6).
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Figura 6 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) em condi¢des desnaturantes (SDS-

PAGE) da reacao de deglicosilagao das isoformas de rCV2736 utilizando as enzimas N-

Glicosidase F e O-Glicosidase
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As bandas foram reveladas com corante Coomassie Brilliant Blue. M. marcador Low Molecular
WeightMarker (GE Healthcare); A: rCV2736 ndo tratada; B: rCV2736 digerida com a N-glicosidase F (1),
O-glicosidase (2) e com as duas enzimas em combinagdo (3).

Fonte: elaborada pela autora
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Bandas com massas moleculares aparentes diferenciadas, 35.682 Da (35,7
kDa) e 34988 Da (35 kDa), aproximadamente, foram visualizadas devido a
deglicosilagdo ocorrida nas reagdes que continham a N-glicosidase F (raia 1 e 3, figura
6B). Na reacao feita somente com a O-glicosidase (raia 2, figura 6B), a banda encontrada
possui aproximadamente 41.034 Da (41 kDa). Essas reacdes elucidam o fato da massa
molecular aparente de rCV2736 apresentar 41,3 kDa ao invés de 36,8 kDa como previsto
através de sequéncia de aminoacidos da proteina pela inclusdo dos seis aminoacidos (N-
terminal iniciando por EAEAEF) adicionados pelo vetor de expressao pPICZoA e

residuos relativos ao epitopo c-myc, linker e cauda de histidina.

6.2.3 Espectrometria de massas

Na anélise dos peptideos encontrados para cada banda, houve similaridade
com peptideos de quitinase de Chromobacterium violaceum (Tabela 1), apds comparagao
com banco de dados, para os 3 spots proteicos analisados. Residuos de glicanos foram
encontrados nas amostras referentes a banda de aproximadamente 42 kDa (BI) e 38,1 kDa
(BII), nao sendo encontrado em nenhum dos peptideos obtidos para a banda com 36,2

kDa (BIII).

Tabela 1 - Identificagcdo dos spots retirados do gel de eletroforese (SDS-PAGE) a partir da fracao 0
/95, de possiveis isoformas de rCV2736 produzida em P. pastoris KM71H::pPICZaA::CV2736,
por espectrometria de massas (técnica de ionizagdo por eletropulverizagao, electrospray)

Isoformas  Peptideo encontrado ID NCBI Descricao

BI DTQALIAR 2134498191 chitinase [ Chromobacteriumviolaceum
ATCC 12472] (CV2736)

BII DTQALIAR 2134498191 chitinase [ Chromobacteriumviolaceum
ATCC 12472] (CV2736)

BIII DTQALIAR 2134498191 chitinase [ Chromobacteriumviolaceum

ATCC 12472] (CV2736)

ID: identificagdo no banco de dados NCBI

Fonte: elaborada pela autora
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Nao houve cobertura em 100% dos peptideos gerados para toda a sequéncia
da proteina recombinante, incluindo os residuos acrescentados pelo vetor de expressao.
Para BI, apenas 19 residuos de aminoécidos nao foram cobertos através da analise, tendo
portanto sido obtido 94,46% de cobertura para esta sequéncia; Para BII, 83,58% e BIII,
87,31% de cobertura, contando-se a partir dos residuos de aminodcidos adicionados pelo
vetor ('EA), considerando-se a sequencia n-terminal de cada isoforma. Por isso foram
realizadas analises considerando outras modificagdes possiveis, como oxidagao dos
triptofanos, acetilagao e formilagdao. Dos resultados obtidos para as amostras BI, BII e
BIII foram encontrados peptideos que corresponderiam a por¢do C-terminal (contendo a
cauda de histidina) e N-terminal, contendo a sequéncia EAEAEF adicionados pelo vetor
(Tabelas 2, 3 e 4). Peptideos com desaminacdes, desidratagdes, amidacao, fosforilagdao

foram encontrados, bem como O e N-glicosilacdes nas bandas BI e BII.
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Tabela 2 — Peptideos identificados por LC-ESI-MS/MS (liquid chromatography - electrospray ionization - tandem mass spectrometry) da
sequéncia de aminoacidos de rCV2736, referente a banda de 42 kDa (BI)

Massa (Da) Sequéncia! Eval Cobertura da sequéncia
equencia -valuec
Peptideo 1 (%)
Experimental ~ Calculada
1 1879.9177  1879.9162 K.'”RFSGINVDFEAVAQGDR'"*.N 0.0075 54
2 1431.7189 1430.7419 R.'""NNFSHFIQVLGR"’. A 0.0093 38
0.039
3 1130.6644  1130.6699 K."’LIVSVPAFSAK'”.D 35
0.00057
4 1562.6722 1562.6750 K."’DENHPANYGYDLR'*.A 41
R.'®ALGAAADYLQIMSYDEAIPAWDPGPVAGSDWMEDDLDY
5 4602.0841 4602.0519 AVER v 55010 133
6 K*ILNGIPAYGYDWK** R 0.062 4.1
1509.7219 1508.7663 : '
7 1294.5824  1294.6128 K.*’RPGDGGMLYWK**.D 0.39 3.5
8 886.4061 886.4872 K.DTQALIAR.Y 2 2.5
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9 2001.8908 2001.8817 R2**YDAGTHSLTFNYGAADGSR?*® H 1.4e-08 6.0
10 1113.4690  1112.5363 R*"HTVWTENAR®".S 2.4 2.9
11 2089 4428 29894531 K> ASLVNAYGLGGTSLYALGMEDDAFWAAVK*”.Q 3.1e-07 92

1 , . .. . o~ . , . 1 . . , .
O nimero antes e depois de cada sequencia indica a posi¢ao dos respectivos residuos (relativo a Glu') na sequencia de aminoacidos correspondente

no NCBI.

Fonte: elaborada pela autora
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Tabela 3 — Peptideos identificados por LC-ESI-MS/MS (liquid chromatography - electrospray ionization - tandem mass spectrometry) da
sequéncia de aminoacidos de rCV2736, referente a banda de 38,1 kDa (BII)

Massa (Da) Sequéncia' E-value Cobertura da sequéncia (%)
Peptideo
Experimental ~ Calculada

1 15718601 1870.8505 K.”’IPAYGCVSNVDGNGNWSADIAHAVSTSAQSQAVANL

: : VK F 0.00067 12.1
2 1879.9255  1879.9177 K.'”RFSGINVDFEAVAQGDR'"*.N 4 54
3 1723.8260  1723.8166 R.'”FSGINVDFEAVAQGDR'"*N 7 76-06 51
4 1430.7220 1430.7419 R.'”NNFSHFIQVLGR"’. A 0051 38
5 1130.6696 1130.6699 K."’LIVSVPAFSAK'”D 0.0084 35
6 26753377  2675.3343 K."”’LIVSVPAFSAKDENHPANYGYDLR'” A ) 76
7 1562.6557  1562.6750 K.""DENHPANYGYDLR'*.A 0.0092 4.1

R.'®ALGAAADYLQIMSYDEAIPAWDPGPVAGSDWMED

8 4602.0592  4602.0519 3.9 13.3

DLDYAVER?** vV
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K 'ILNGIPAYGYDWK?**2 R

9 1509.7254  1508.7663 4.2 4.1

10 1278.6210  1278.6179 K.*’RPGDGGMLYWK™*".D 76 3.5

1 2001.8888  2001.8817 R*YDAGTHSLTFNYGAADGSR*.H 2.4e-07 6.0

12 11125198 1112.5363 R*'HTVWTENAR™”.S 17 2.9

13 2089 4653 29894531 K ASLVNAYGLGGTSLYALGMEDDAFWAAVK’”.Q (0083 99
'O numero antes e depois de cada sequencia indica a posicdo dos respectivos residuos (relativo a Glu') na sequencia de aminoacidos correspondente
no NCBI.

Fonte: elaborada pela autora
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Tabela 4 — Peptideos identificados por LC-ESI-MS/MS (liquid chromatography - electrospray ionization - tandem mass spectrometry) da sequéncia
de aminodcidos de rCV2736, referente a banda de 36,2 kDa (BIII)

Massa (Da) o Cobertura da
Sequéncia E-value .
Peptideo sequéncia (%)
Experimental ~ Calculada
K.*IPAYGCVSNVDGNGNWSADIAHAVSTSAQSQAVANL
1 3871.8592 3870.8595 96 0.002 12.1
VK.*°F ' '
2 1723.8052 1723.8166 R.'”FSGINVDFEAVAQGDR'"*.N 1.36-05 51
3 1431.7370 1430.7419 R.'""NNFSHFIQVLGR '’ A 0.0091 38
4 1130.6786 1130.6699 K."’LIVSVPAFSAK'¥ D 0.19 35
5 2675.3386  2675.3343 K."’LIVSVPAFSAKDENHPANYGYDLR ' A 29 76
6 1562.6494  1562.6750 K."’DENHPANYGYDLR'*.A 0.0021 4.1
R.'®ALGAAADYLQIMSYDEAIPAWDPGPVAGSDWMED
7 4586.0875  4586.0570 7.2 13.3

DLDYAVER?** vV
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10

11

12

13

K 'ILNGIPAYGYDWK?**2 R

1509.6668  1508.7663 32 4.1
1294.6244  1294.6128 K. **RPGDGGMLYWK**.D 5.6 3.5
886.4834  886.4872 K*DTQALIAR™.Y 64 25
2001.8944  2001.8817 R*"YDAGTHSLTFNYGAADGSR*"H 1.2¢-05 6.0
11124718 11125363 R*’HTVWTENAR®".S 17 2.9
2989 4566 20894531 K *'ASLVNAYGLGGTSLYALGMEDDAFWAAVK”.Q (00011 92

1 , . .. . o~ . , . 1 . . , .
O nimero antes e depois de cada sequencia indica a posi¢ao dos respectivos residuos (relativo a Glu') na sequencia de aminoacidos correspondente

no NCBI.

Fonte: elaborada pela aut
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6.2.4 Atividade quitindasica da rCV2736

6.2.4.1 Efeito do tempo de incubagdo na atividade quitinasica de rCV2736 sobre quitina

coloidal

A atividade quitindsica foi aumentada com um maior tempo de incubagcdo com
quitina coloidal (de 90,4 U para 137,5 U), o que corresponde a um aumento de 47,1 U em
relacdo a atividade com 1 h de incubacao. A necessidade de um maior tempo de incubagdo para

a deteccao de atividade indica a baixa atividade quitinasica apresentada por rCV2736.

6.2.4.2 Efeito da concentrag¢do de NaCl e do tempo de reagdo na atividade quitinasica de

rCV2736 sobre quitina coloidal

Com relagdo a presenca de NaCl na amostra, houve um ligeiro aumento na atividade
apresentada entre o controle (amostra sem NaCl) e com 0,25 mM de NaCl, nos mesmos tempos

de incubacao, porém ndo houve diferenca entre as concentragdes testadas (figura 7).

Figura 7- Efeito de diferentes concentracdes de NaCl, com 1 h e 24 h de incubacao, sobre a
atividade quitindsica da rCV2736 (fragao F0/95 do meio de cultura livre de células de P.
pastoris KM71H::pPICZoA::CV2736), tendo quitina coloidal como substrato

gmo- Y
_gsoo- % X 7 E=1 O:QSM
€ 500 . % E g?SMM
5 : Z 1M
81001 o ] /

s o] LIEE %/

tempo de incubagao (h)

Fonte: elaborada pela autora
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6.2.4.3 Efeito da presenga de metais na atividade quitindsica de rCV2736sobre quitina coloidal

No ensaio realizado na presenca de ions metalicos, em relagdo ao controle (amostra

! 214 : x 2+ 2+ +
sem tratamento com fons metalicos), a intera¢io com Ba’", Ni*" e Fe’" causaram uma
diminui¢do da atividade relativa em mais de 50%. Nenhum dos ions metalicos testados

potencializou a atividade quitinasica (Figura 8).

Figura 8 - Efeito de diferentes ions metéalicos, com 1 h de incubagdo, sobre a atividade
quitinasica da rCV2736 (fragdo F0/95 do meio de cultura livre de células de P. pastoris
KMT71H::pPICZaA::CV2736), tendo quitina coloidal como substrato

100 -
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o
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40 -
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é\&égé’x ¢t 6&&‘&5&§§ éﬁ 543:5(?"}
&

lons (5mM)

Tempo de reagdo: 1h; Controle: reagdo enzimatica contendo rCV2736 na auséncia de metais.

Fonte: elaborada pela autora
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6.2.5 Atividade peptidoglicano hidrolase de rCV2736

Para avaliacao de uma possivel atividade peptidoglicano hidrolase, foi realizado um
ensaio de zimografia in gel, utilizando como substratos células bacterianas Gram-positivo e
Gram-negativo. Nos géis foram visualizadas bandas referentes a lise celular, com massa
molecular aparente referente a rCV2736 (41,2 kDa), quando comparadas com géis sem o
substrato bacteriano, quando se aplicou 5, 7, 5, 10, 12,5, 15 e 20 ug da fragdo proteica (Figuras
9¢e10).

Figura 9 - SDS-PAGE e zimograma para deteccao da atividade peptidoglicano hidrolase da
rCV2736 fragdo FO0/95 do meio de cultura livre de células de P. pastoris
KM71H::pPICZaA::CV2736)
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As bandas foram reveladas com Coomassie Brillant Blue (SDS-PAGE) e azul de metileno 0,1%
(zimograma). M: marcador low weight marker (GE Healthcare); 1 a 6: F0/95 (5, 7,5, 10, 12,5 ¢ 15 ug
de proteina recombinante, respectivamente); 7: Controle negativo (Albumina sérica bovina 30 pg —
Sigma-Aldrich); A: SDS-PAGE e zimograma com células de S. aureus ATCC6538P; B: SDS-PAGE e
zimograma com células de S. cholerasuis ATCC 10536. Setas amarelas indicam a banda referente a
isoforma BI de rCV2736.

Fonte: elaborada pela autora
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Figura 10 - SDS-PAGE e zimograma para deteccdo da atividade peptidoglicano hidrolase da
rCV2736 (fragao F0/95 do meio de cultura livre de células de P. pastoris
KMT71H::pPICZaA::CV2736)
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As bandas foram reveladas com Coomassie Brillant Blue (SDS-PAGE) e azul de metileno 0,1%
(zimograma). M: marcador low weight marker (GE Healthcare); 1 a 6: F0/95 (5, 7,5, 10, 12,5 ¢ 15 ug
de proteina recombinante, respectivamente); 7: Controle negativo (Albumina sérica bovina 30 pg —
Sigma-Aldrich); C: zimograma com células de E. coli ATCC 10536; D: P. aeruginosa ATCC 9027.
Setas amarelas indicam a banda referente a isoforma BI de rCV2736.

Fonte: elaborada pela autora
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6.3  Atividade bioldgica de rCV2736

6.3.1 Atividade antimicrobiana da proteina recombinante rCV2736 sobre células

microbianas em crescimento planctonico

6.3.1.1 Concentracgdes inibitoria minima e bactericida minima

A fragdo cromatografica contendo as isoformas purificadas da proteina
recombinante rCV2736 foi capaz de inibir o crescimento de todas as cepas bacterianas testadas,
sendo bactericida para Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 e Klebsiella pneumonia ATCC
10031, quando na concentragdo de 365 pg/mL (Tabela 5; Figura 11). Nao foi possivel

determinar a CIM para nenhuma das leveduras testadas.

Tabela 5 — Concentragao inibitéria minima (CIM) e Concentracdo bactericida minima (CBM)
de rCV2736

rCv2736
CIM CBM
Cepas
(ng/mL)  (ug/mL)
P. aeruginosa ATCC 9027 182,5 365
E. coli ATCC 10536 365 ND
S. aureus ATCC 6538P 365 ND
S. choleraesuis ATCC 10708 45 ND
K. pneumonia ATCC 10031 182,5 365

Trés experimentos independentes realizados em triplicata. ND: ndo determinado.

Fonte: elaborada pela autora.
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Figura 11 - Concentragao inibitéria minima (CIM) e Concentracao bactericida minima (CBM)
de rCV2736 para S. aureus, E. coli e S. cholerasuis.
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As leituras de DOgyg o foram realizadas em leitora de ELISA (Bio-Tek). Os valores representam as
médias £ EPM de trés experimentos independentes realizados em triplicata. (-): controle negativo de

crescimento; (+):controle positivo do crescimento: meio de cultura + indculo. Fonte: elaborada pela autora.
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Figura 12 - Concentragao inibitéria minima (CIM) e Concentracao bactericida minima (CBM)
de rCV2736 para P. aeruginosa e K. pneumoniae.
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As leituras de DOgyg o foram realizadas em leitora de ELISA (Bio-Tek). Os valores representam as
médias £ EPM de trés experimentos independentes realizados em triplicata. (-): controle negativo de

crescimento; (+):controle positivo do crescimento: meio de cultura + indculo. Fonte: elaborada pela autora.
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6.3.1.2 Efeito do tempo de exposi¢cdo a rCV2736 na viabilidade das cepas P. aeruginosa ATCC
9027 e K. pneumonia ATCC 10031

Devido a um melhor desempenho da rCV2736 sobre as bactérias P. aeruginosa
ATCC 9027 e K. pneumonia ATCC 10031, os demais experimentos foram realizados somente
com estas. A exposicao a CBM (365 pg/mL) de rCV2736 inviabilizou o crescimento das cepas
P. aeruginosa ATCC 9027 e K. pneumonia ATCC 10031 apo6s 4h e 8 h, respectivamente.
Quando expostas a CIM (182,5 pg/mL) da rCV2736, as duas cepas tiveram seu crescimento
inibido por todo o periodo do ensaio, 24h (Figura 13 e Figura 14).

Figura 13 — Efeito do tempo de exposicao a rCV2736 na viabilidade de P. aeruginosa ATCC
9027

57 Sem tratamento
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Os valores representam a média £ EPM. A analise de variancia (ANOVA) foi realizada, utilizando-se pos-teste de

Dunnett com p<0,05. UFC/mL: Unidades Formadoras de Colonias por mililitro. Fonte: elaborada pela autora
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Figura 14 — Efeito do tempo de exposi¢ao a rCV2736 na viabilidade de K. pneumoniae ATCC
10031
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Os valores representam a média £ EPM. A analise de variancia (ANOVA) foi realizada, utilizando-se pos-teste de

Dunnett com p<0,05. UFC/mL: Unidades Formadoras de Colonias por mililitro. Fonte: elaborada pela autora.

6.3.1.3 Efeito da alteragdo de pH na atividade antimicrobiana de rCV2736 sobre P. aeruginosa
ATCC 9027 e K. pneumonia ATCC 10031

O aumento do pH do meio de cultura determinou uma redu¢do do potencial
antibacteriano da rCV2736 sobre P. aeruginosa ATCC 9027 e K. pneumonia ATCC 10031.
Em pH neutro ou superior toda a atividade da proteina recombinante foi perdida, nas

concentracoes testadas (Tabela 6).
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Tabela 6 —Efeito do pH na atividade antibacteriana de rCV2736 sobre P. aeruginosa ATCC
9027 e K. pneumonia ATCC 10031

CIM de rCV2736 (ng/mL)

P. aeruginosa K. pneumonia
pH ATCC 9027 ATCC 10031
5,5 182,5 182,5
6,0 365 365
6,5 365 365
7,0 ND ND
7,5 ND ND

ND: ndo determinado para as concentragdes testadas.

Fonte: Elaborada pela autora.

6.3.1.4 Efeito modulador da proteina recombinante rCV2736 na atividade de antimicrobianos

(ATB) de uso clinico

O efeito sinérgico foi constatado para as associagdes de 1/4 x CIM de rCV2736
com 1/16 x CIM de Ceftazidima ou de Tetraciclina para P. aeruginosa (Tabela 7). J& para K.
pneumoniae, observou-se efeito sinérgico para as associagoes de Y4 x CIM de rCV2736 com
1/6 x CIM de Amicacina e 1/16 x CIM de rCV2736 com % x CIM de Tetraciclina (Tabela 8).
Para as outras associagdes testadas, capazes de inibir o crescimento visual das cepas, o efeito

observado foi de adi¢ao ou indiferenca.



83

Tabela 7 — Efeito modulador da rCV2736 na atividade antimicrobiana de antimicrobianos de
uso clinico sobre o crescimento de P. aeruginosa ATCC 9027

Antibioticos CIF CIF ICIF Efeito
rCv2736 ATB

Piperacilina +Tazobactam 0,5 0,0625 0,5625 Aditivo

Amicacina 0,0625 0,5 0,5625 Aditivo

Ceftazidima 0,125 0,0625 0,3125 Sinérgico

Tetraciclina 0,125 0,0625 0,3125 Sinérgico

Os dados da tabela apresentam as menores concentragdes em associagdes com inibi¢ao do crescimento microbiano.
CIF rCV2736 = [rCV2736]/CIM rCV2736; CIF ATB = [ATB]/CIM ATB; ICIF = CIF rCV2736 + CIF ATB, onde
[rCV2736] e [ATB] s@o as menores concentragdes de rCV2736 e de ATB, respectivamente, nas associagdes
capazes de inibir o crescimento bacteriano;

ATB: antimicrobiano;

ICIF <0,5: sinergismo; ICIF > 0,5 e < 1,0: aditivo ou indiferente; ICIF > 1,0: antagonismo (EUCAST, 2003).
Fonte: elaborada pela autora.

Tabela 8 — Efeito modulador da rCV2736 na atividade antimicrobiana de antimicrobianos de
uso clinico sobre o crescimento de K. pneumoniae ATCC 10031

Antibioticos CIF CIF ICIF Efeito

rCv2736 ATB
Piperacilina +Tazobactam 0,125 0,25 0,375 Aditivo/indiferente
Amicacina 0,25 0,0625 0,3125 Sinérgico
Ceftazidima 0,5 0,0625 0,5625 Aditivo/indiferente
Tetraciclina 0,0625 0,25 0,3125  Sinérgico

Os dados da tabela apresentam as menores concentragdes em associagdes com inibi¢ao do crescimento microbiano.
CIF rCV2736 = [rCV2736]/CIM rCV2736; CIF ATB = [ATB]/CIM ATB; ICIF = CIF rCV2736 + CIF ATB, onde
[rCV2736] e [ATB] s@o as menores concentragdes de rCV2736 e de ATB, respectivamente, nas associagdes
capazes de inibir o crescimento bacteriano;

ATB: antimicrobiano;

ICIF <0,5: sinergismo; ICIF > 0,5 e < 1,0: aditivo ou indiferente; ICIF > 1,0: antagonismo (EUCAST, 2003).
Fonte: elaborada pela autora.
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6.3.2 Atividade antimicrobiana da proteina recombinante rCV2736 sobre biofilmes de P.

aeruginosa ATCC 9027 e K. pneumonia ATCC 10031

6.3.2.1 Concentragdo Inibitoria Minima no Biofilme (CIMB)

De acordo com os métodos de classificagdo (MALDONADO et al., 2007), as cepas
de P. aeruginosa e K. pneumoniae foram consideradas como altas produtoras de biofilme.

A rCV2736 foi capaz de inibir a formacdo de biofilme de P. aeruginosa e K.
pneumoniae nas concentragdes acima de 182,5 pg/mL. Na concentracao de 91,25 pg/mL, a
proteina foi capaz de reduzir em 55,17% e 13,12% a capacidade de formacao de biofilme de P.
aeruginosa ¢ de K. pneumoniae, respectivamente por acdo sobre as células planctonicas

(Figuras 15 e 16).

6.3.2.2 Concentrag¢do minima de erradicagdo do biofilme (CMEB)

Uma reducdo no nimero de UFC/ml foi observada para as concentragdes de
rCV2736 usadas sobre o biofilme formado, onde com um aumento da concentra¢ao da proteina
para 365 e 730 pg/mL (2x e 4x a CIM, respectivamente), o namero de células vidveis
desagregadas do biofilme remanescente apos tratamento diminuiu em 17,84% (365 pg/mL) e
22,94% (730 pg/mL) para P. aeruginosa e 22,68% (365 pg/mL) e 27,6% (730 pg/mL) para K.

pneumoniae, quando comparada ao biofilme nao-tratado (Tabela 9).
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Figura 15- Concentracdo Inibitoria Minima no Biofilme (CIMB) de rCV2736 sobre P.
aeruginosa ATCC 9027
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As leituras de DOsss oy, realizadas em leitora de ELISA (Bio-Tek). Os valores representam as médias +
EPM. (-): controle negativo de crescimento (meio de cultura estéril); (+):controle positivo do

crescimento: meio de cultura + indculo. Fonte: elaborada pela autora

Figura 16 - Concentracdo Inibitéria Minima no Biofilme (CIMB) de rCV2736 sobre K.
pneumoniae ATCC 10031
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As leituras de DOsss oy, realizadas em leitora de ELISA (Bio-Tek). Os valores representam as médias +
EPM. (-): controle negativo de crescimento (meio de cultura estéril); (+):controle positivo do

crescimento: meio de cultura + indculo. Fonte: elaborada pela autora.
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Tabela 9 — Concentracdo minima de erradicacao do biofilme (CMEB) de rCV2736 sobre P.

aeruginosa ATCC 9027 e K. pneumoniae ATCC 10031

P. aeruginosa ATCC 9027 K- pneumoniae ATCC 10031

Reducao de

rCV23736 Reducio de
(ng/mL) UFC/mL crescimento UFC/mL crescimento
(%) )
0 12,160,006 - 12,21+0,006 }
365 9,99+0,04 17.84 9,44 +0,02 22,68
730 9,37+0,03 22.94 8.84+0.21 27,6

® biofilme ndo tratado com rCV2736;
Valores apresentados como UFC/mL + EPM; Experimento realizado em triplicata com uma repetigao

UFC/mL: Unidades Formadoras de Col6nias por mililitro
Fonte: Elaborada pela autora



87

6.3.3 Atividade tripanocida in vitro da proteina recombinante rCV2736

6.3.3.1 Sobre as formas epimastigota e tripomastigota de Trypanosoma cruzi

A atividade antiparasitdria da proteina recombinante foi avaliada em células na
forma epimastigota e tripomastigota da cepa Y de Trypanosoma cruzi, através da contagem de
células viaveis, utilizando concentra¢des de rCV2736 na faixa de 12,5 a 1600 pg/mL para os
ensaios com epimastigotas, e 6,25 a 400 pg/mL para o experimento com tripomastigota (Figura
17).

Para os epimastigotas, apds 24 h de tratamento, foram constatadas reducdes no
numero de células viaveis em todas as concentragdes testadas, quando comparadas com o
controle (formas epimastigotas sem tratamento) (Figura 17A). A ICsy determinada através dos
experimentos para rCV2736 foi de 1089 pg/mL, sendo a concentragdo de 1600 pg/mL (maior
concentracdo de proteina recombinante testada) capaz de reduzir em aproximadamente 60% o
numero de organismos vidveis em todos os tempos testados.

Para os tripomastigota, a 1Csy encontrada foi de 118,3 ug/mL, apdés 24 h de
tratamento com rCV2736. Apds este mesmo tempo de tratamento com a proteina recombinante,
houve reducdes no numero de células vidveis em todas as concentragdes testadas, quando
comparadas com o controle ndo tratado (Figura 18). A concentragdo de 400 pg/mL (maior
concentracdo de proteina testada) foi capaz de reduzir em aproximadamente 70% o numero de
tripomastigotas viaveis apos o tempo de tratamento. J& a concentracao de 200 pg/mL foi capaz

de reduzir em 52% o numero de células viaveis.



Figura 17 —Viabilidade celular de formas epimastigotas da cepa Y de Trypanosoma cruzi

tratadas com rCV2736
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Os valores representam a média £ EPM de trés experimentos com trés repeticdes cada. A analise de variancia
(ANOVA) foi realizada, utilizando-se pos-teste de Dunnett com p<0,05.
Fonte: elaborada pela autora.
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Figura 18 - Viabilidade celular de formas tripomastigota da cepa Y de Trypanosoma cruzi
tratadas com rCV2736
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Os valores representam a média £ EPM de trés experimentos com trés repeticdes cada. A analise de variancia
(ANOVA) foi realizada, utilizando-se pos-teste de Dunnett com p<0,05.
Fonte: elaborada pela autora.
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6.3.4 Hemotoxicidade de rCV2736

A proteina recombinante rCV2637 ndo apresentou atividade hemolitica sobre
eritrocitos de carneiro nas concentragdes de 1,12 a 575 pg/mL (Figura 18). O resultado
apresentado foi significativo quando comparadas com o controle positivo para atividade
hemolitica (cé€lulas tratadas com solugdo de Triton X-100 1%). Tanto a CIM (variando de 45 a
365 pg/ml) quanto a CLM (365 pg/mL) para os microrganismos testados sdo menores do que

a maior concentracao utilizada neste ensaio.

Figura 19 — Atividade hemolitica da rCV2637 sobre eritrocitos de carneiro
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(+): controle positivo para hemolise (células tratadas com Triton X-100 1%); (-): controle negativo para hemolise
(células tratadas com tampao PBS).

Fonte: elaborada pela autora.
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6.4  Docking molecular

6.4.1 Estrutura tridimensional de rCV2736 por modelagem por homologia

A proteina rCV2736 foi modelada, utilizando como molde uma glicosidase
relacionada a esporulagdo (ydhD) de Bacillus subtilis (PDB: 3CZ8), utilizando-se o servidor
Phyre2.0, onde apresentou estrutura tridimensional com dobramento do tipo barril TIM (triose
fosfato isomerase), caracteristico das proteinas pertencentes a familia 18 das glicosil hidrolase
(GH18) (Figura 19). Posteriormente, o modelo foi pré-avaliado com as ferramentas Molprobity
e WhatlF, onde os residuos de aminoacidos Ala’'(3124.4, -40,1), Arg'"” (87,0, 29,1) e Arg™*®
(-72,3, 93,5) estavam em regides nao-permitidas (outliers), 2 rotadmeros pobres (0,91%)
também foram encontrados, o valor de desvio CB foi de 6,34%, angulos e ligagdes ruins fora
do limite permitido pelas avaliagdes dos programas também foram apresentados (Tabela 10).

Alteracdes para a otimizacdo da estrutura foram realizadas, utilizando-se a
ferramenta Coot e a minimizagao da energia foi realizada com o servidor Gaia, na plataforma
Chiron, bem como com auxilio da plataforma Galaxy Web, onde apds o processo de
refinamento, foi possivel ter 99,09% de todos os rotadmeros favoraveis e nenhum residuo de

aminoacido em regides ndo-permitidas, com 98,65% destes em regides favoraveis.
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Tabela 10 — Analise estatistica dos parametros estereoquimicos da estrutura tridimensional do

modelo gerado para rCV2736

Antes da Depois da
otimizac¢ao otimizac¢ao
(a) Analise do grafico de Ramachandran'
Clashscore, all atoms (N=1784, all resolutions) (613 S"Opgercentile*) (()1(())(())1,1 percentile’)
% Poor rotamers (Goal: <0.3%) 0.91 0.00
% Favored rotamers (Goal: >98%) 98.17 99.09
% residues in outliers regions (Goal: <0.05%) 1.01 0.00
% residues in favored regions (Goal: >98%) 93.58 98.65
% CP deviations >0.25A (Goal: 0%) 6.34 2.61
% Bad bonds (Goal: 0%) 0.48 0.00
% Bad angles (Goal: <0.1%) 4.31 0.76
% Peptide omegas — Cis prolines (Expected: <1 per chain, or <5%) 0.00 0.00
) 2.68 0.50
MolProbity score” (N=27675, 0A - 99A) (37" percentile’) (100™ percentile”)
(b) RMS z-scores’
Bond lengths 0.626 (tight) 0.921
Bond angles 1.451 1.205
Omega angle restraints 1.014 0.284 (tight)
Side chain planarity 0.172 (tight) 0.596 (tight)
Improper dihedral distribution 1.697 (loose) 1.089
(¢) z-scores da estrutura’
1st generation packing quality -0.978 -0.294
2nd generation packing quality -1.845 -1.016
Ramachandran plot appearance -0.763 0.246
chi-1/chi-2 rotamer normality 5.117 5.395
Backbone conformation 0.733 1.057
Inside/Outside distribution 1.006 1.005

'Os parmetros estatisticos para o grafico de Ramachandram foram calculados com auxilio da plataforma

MolProbity (http://molprobity.biochem.duke.edu/);zValores de RMS e z-score da estrutura foram calculados

utilizando WHAT IF(http://swift.cmbi.ru.nl/whatif/);

A estrutura utilizada como molde para modelagem por homologia (PDB ID:3CZ8) foi incluida na comparagao.

Fonte: Elaborada pela autora.
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6.4.2 Simulacdo de docking molecular

A partir deste modelo refinado, o processo de docking molecular foi realizado,
utilizando-se dois ligantes diferentes: um tetrassacarideo de N-acetil-D-Glucosamina
[(GlicNac)4] (Figura 20 A) e um tetrassacarideo contendo unidades de N-acetil-D-Glucosamina
alternadas com unidades de acido N-acetilmuramico[(GlcNAc-MurNAc),] (Figura 20 B). 20
poses foram geradas, com energia de afinidade variando de -7,0 a -6,5 para docking realizado
com (GIcNAc-MurNAc)e -7,1 a -6,2 para (GlicNac), (Tabelas 11 e 12). Analisando os
resultados obtidos, as moléculas dos dois ligantes foram capazes interagir de forma favoravel
na fenda catalitica predita,com base no reconhecimento do dominio das GH 18, nos subsitios
+2 a -2 para ambos os ligantes (DAVIES; WILSON; HENRISSAT, 1997), onde foi possivel

. . . ~ ’ , r1: 11
visualizar interagio entre o residuo responsavel pela catalise (Glu'"

) € 0 atomo de oxigénio da
ligacdo glicosidica formada entre os residuos de carboidrato alocados nos subsitios +1 e -1 da
enzima (Figura 21).

Os residuos de aminoacidos envolvidos na interagdo com os ligantes podem ser
visualizados na figura 19. Pontes de hidrogénio (Tabelas 13 e 14) e interagdes hidrofobicas
foram possiveis de se determinar através da avaliagao do posicionamento dos ligantes na fenda
catalitica da proteina. Residuos de aminoacidos hidrofoébicos foram capazes de interagir com

22
8 ¢ Met 8, bem como os

. . 2 144 1 1 21
os ligantes, tais como TyrS, Phe 9, Ala ™, Tyr " Tle 79,Tyr 6,Tyr21
’ 7 1: 108 110 176 : Lo 71 72
residuos acidicos, como Asp -, Glu' " e Asp . Outros aminodcidos como Gly" e Asn'* foram

representados como possiveis de interagir com o ligante.
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Figura 20 — Ligantes utilizados na simulag¢ao por Docking molecular com rCV2736

A: (GIcNAc-MurNAc),; B: (GlicNac),,
Fonte: PDB

Figura 21 — Modelos tridimensionais gerados para rCV2736 com os ligantes (GIcNAc-

MurNAc), e (GlicNac)4, evidenciando os aminoacidos envolvidos na interagao

))

A: (GlcNAc-MurNAc),; B: (GlicNac),
Imagens obtidas através da analise das melhores poses da ligagdo enzima-substratos, nas posigoes +2 a -2.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Tabela 11 — Valores de energia dos modelos para docking molecular utilizando como ligante o

tetrassacarideo [(GlcNAc-MurNAc);]

Afinidade Melhor modelo Melhor modelo
Pose (kcal/mol) (rmsdl.b.) (rmsdu.b.)
1 -7.0 0.000 0.000
2 -6.9 3.378 5.925
3 -6.9 4.201 8.258
4 -6.8 3.725 7.517
5 -6.8 4.104 8.204
6 -6.8 4.261 9.494
7 -6.7 8.638 14.720
8 -6.7 3.673 9.643
9 -6.7 5.463 9.028
10 -6.7 3.735 7.017
11 -6.6 3.105 6.687
12 -6.6 4.039 7.563
13 -6.6 2.506 4.157
14 -6.6 5.171 10.324
15 -6.5 4.277 8.239
16 -6.5 7.731 11.217
17 -6.5 3.888 7.905
18 -6.5 2.345 9.385
19 -6.5 3.960 7.387
20 -6.5 4.282 8.374

Fonte: elaborada pela autora
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Tabela 12 — Valores de energia dos modelos para docking molecular utilizando como ligante o

tetrassacarideo[(GlicNac)]

Afinidade Melhor modelo Melhor modelo
Pose (kcal/mol) (rmsdl.b.) (rmsdu.b.)
1 -7.1 0.000 0.000
2 -7.1 3.373 9.540
3 -7.0 3.162 8.537
4 -6.9 3.162 8.869
5 -6.7 3.291 8.191
6 -6.7 2.519 9.516
7 -6.6 3.231 4919
8 -6.6 3.300 8.294
9 -6.6 2.903 9.409
10 -6.5 6.785 10.880
11 -6.5 3.328 6.809
12 -6.5 2.601 4.658
13 -6.4 1.713 2.693
14 -6.3 3.229 9.233
15 -6.3 2.183 4.789
16 -6.3 2.857 7.267
17 -6.3 2.252 4.826
18 -6.3 1.466 2.660
19 -6.2 4.479 8.871
20 -6.2 3.183 7.648

Fonte: elaborada pela autora



Tabela 13 - Pontes de hidrogénio entre rCV2736 e o tetrassacarideo (GleNAc-MurNAc),

rCv2736 Ligante Ligacao
Residuo Atomo Residuo Atomo Distancia (A)

Glu'" 04 GlicNAc +1 OE2 3.0
Glu'" OEl GlicNAc +1 03 3.6
Asn’? H GlicNAc+1 06 2.9
Tyr*'® HH GlicNAc+1 07 2.1

Tyr’ HH GlicNAc-2 03 2.2
Tyr*'® HH GlicNAc-2 04 32
Met*** HO8 GlicNAc-2 06 3.3
Gly”' H02 MurNAc-1 06 3.6
Phe® HO7 MurNAc-1 011 2.6

Pose utilizada para as identificagdes: 14
Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 14 - Pontes de hidrogénio entre rCV2736 e o tetrassacarideo (GlcNAc),

rCv2736 Ligante Ligacao
Residuo Atomo Residuo Atomo Distancia (A)
Asn'” HD21 GlicNAc +2 01 2.6
Ala'* 07 GlicNAc +2 H 2.7
Tyr'” 0 GlicNAc+2 03 3.4
Glu'"’ OEl GlicNAc+1 04 3.1
Asp'’® OoD2 GlicNAc+1 05 3.6
Asp'® OD2 GlicNAc-1 07 33
Tyr*'® HH GlicNAc-1 06 2.7
Asn” H GlicNAc-2 07 3.1

Pose utilizada para as identificagdes: 09
Fonte: elaborada pela autora.
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7  DISCUSSAO

O uso de proteinas recombinantes como farmacos ¢ uma das alternativas a
terap€utica de varias doencas na atualidade. Nesse contexto, mecanismos que facilitem a
producao em larga escala e a purificacdo desses produtos sdo de extrema importancia. A
rCV2736 ¢ uma proteina recombinante, cuja ORF foi proveniente do genoma de C. violaceum
ATCC 12472 e obtida apos o sequenciamento do mesmo. A proteina recombinante foi
produzida em células de P. pastoris KM71H e purificada por cromatografia de interacao
hidrofobica em matriz de Phenil Sepharose, sendo obtida nas fragcdes cromatograficas contendo
0,6 ¢ 0,3 M de (NH4)>SOs.

P. pastoris (Komagataella pastoris) ¢ uma levedura metilotrofica ja bastante
utilizada na producdo de proteinas heterdlogas desde a década de 1970, onde tornou-se
amplamente utilizada para fins industriais devido a preseng¢a do promotor do gene referente a
enzima alcool oxidase (AOX1), promotor este que ¢ induzido e regulado através da presenca
de metanol. Devido a utiliza¢do destes promotores € de seu mecanismo de regulacao, o estagio
de crescimento de biomassa celular do hospedeiro ¢ desacoplado da fase de expressdo de
proteina recombinante, o que diminui o estresse da cultura em ter acimulo de proteinas
recombinantes durante sua fase de crescimento, fazendo com que seja possivel a produgao de
proteinas toxicas para o proprio hospedeiro de expressao (AHMAD et al., 2014).

Outro fator importante sobre a expressao de proteinas em P. pastoris como sistema
¢ a possibilidade de secrecao da proteina heterdloga e a maior capacidade de realizar respiragao
celular em relacao ao crescimento com fermentacao em cultura. Apesar de ser um sistema mais
caro que os sistemas procariotos como Escherichia coli, apds o estabelecimento das condi¢des
de produgao da proteina recombinante, os custos se tornam equiparaveis. Do mesmo modo, P.
pastoris se torna uma alternativa viavel para a produgdo de proteinas eucariotas ao se comparar
outros sistemas de expressdao apropriados para essa finalidade, como células de insetos ou
células de mamiferos (AHMAD et al., 2014; POTVIN; AHMAD; ZHANG, 2012). Além destes
fatores, esta levedura também ¢ capaz de realizar diversas modificagdes pos-traducionais, como
glicosilagdes, importantes na produgdo de algumas proteinas eucariotas.

P. pastoris ¢ vetor de expressdao dos mais variados tipos de proteinas com diversas
atividades bioldgicas, como por exemplo na expressao de subunidades de proteinas utilizadas
como vacinas recombinantes (WANG; JIANG; WANG, 2016). Dentre as proteinas expressas
em P. pastoris como candidatas a vacinas estdo uma glicoproteina do envelope viral do virus
Epstein-Barr (EPV) (WANG et al., 2016); proteinas do envelope viral do virus da Dengue
(KAUSHIK et al., 2016; TRIPATHI et al., 2015); antigeno da neuraminidase do virus da gripe
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aviaria (H5N1) (SUBATHRA et al., 2014); proteinas do capsideo do papilomavirus humano
(HPV) (BAZAN et al., 2009), dentre outras.

Em escala industrial, P. pastoris também ¢ utilizada para producao de enzimas
utilizadas na area alimenticia, como enzimas utilizadas durante o processo de preparo
(auxiliares), aditivos e ingredientes (SPOHNER et al., 2015). Como exemplos, podemos citar
a producdo de alfa-amilase, utilizada na industria téxtil, de papel e farmacéutica (LIU et al.,
2012); Inulinase, utilizada nas industria de alimentos, té€xtil e farmacéutica, capaz de hidrolisar
inulina e produzir frutoligossacarideos (HE et al., 2014); e a Lactase, importante na produgao
de alimentos sem lactose (KATROLIA et al., 2011). Na industria farmacéutica, proteinas
utilizadas para tratamento de alergias, cancer e aterosclesrose também utilizam P. pastoris
como sistema de expressao (WEINACKER et al., 2014).

Proteinas com potencial antimicrobiano também sdo produzidas utilizando P.
pastoris como sistema de produgdo, como por exemplo peptideos antimicrobianos (DENG et
al., 2017). Varias proteinas de diversas fontes também sdao produzidas nas células desta
levedura, dentre elas as quitinases. Varias quitinases recombinantes produzidas em P. pastoris
apresentam as mais variadas atividades biologicas, como potencial antifungico (LANDIM et
al., 2017), potencial alergenicidade (VOLPICELLA et al., 2017), atividade nematicida (GAN
et al., 2007), dentre outras atividades.

No caso de rCV2736, nao foi possivel o processo de purificacdo por cromatografia
de afinidade utilizando uma matriz contendo metais imobilizados, tais como niquel, cobre e
cobalto (dados nao mostrados), provavelmente devido a arquitetura da proteina recombinante
que nao deixou exposta a cauda com 6 residuos de histidina, produzida pela adi¢do de residuos
pelo vetor de expressao (pPICZaA). Outro mecanismo utilizado foi a cromatografia por
afinidade a quitina, onde ndo houve €xito no processo de purificagdo devido a baixa ligacao de
rCV2736 a quitina. Devido a esses fatores, outros métodos foram avaliados, e a alternativa de
purificacao escolhida foi a cromatografia de interacdo hidrofébica, o que demonstra a
necessidade de se compreender as caracteristicas da proteina de modo a elaborar protocolos
otimizando tempo e custos, como caracteristicas relacionadas a composicdo de aminoacidos,
ponto isoelétrico, dentre outras (WINGFIELD, 2015).

O uso de fags que facilitam o processo de purificacdo, tais como caudas de histidina
com quantidades diferentes de residuos, em cromatografias de afinidade com metal imobilizado
¢ bastante comum como estratégia para purificagdo de proteinas recombinantes (PINA; LOWE;
ROQUE, 2014). Outras estratégias devem ser avaliadas nos passos de purificacao, que devem

considerar varios fatores decorrentes do processo global de producdo de proteinas
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recombinantes, o que pode elevar os custos de producao, quando se avalia em escala industrial
(SANCHEZ-GARCIA et al., 2016).

A sequéncia N-terminal da rCV2736, determinada por degradacdo de Edman
(EDMAN, 1949), foi EAEAEFVLAYYSGYAGNYAALTRYAASFNAVAYV, onde foi
possivel determinar as regides incluidas pelo plasmideo de expressao pPICZaA, tais como os
sitios de clivagem das proteases Kex2 e Ste13 (EAEA), enzimas do metabolismo de P. pastoris
responsaveis pelo processamento pos-traducional responsaveis pela retirada do peptidio sinal
(fator a de Saccharomices cerevisiaea adicionado pelo plasmideo de expressao), bem como os
residuos de aminoacidos do sitio de clonagem para a endonuclease de restricao EcoRI (EF).

A proteina recombinante apresentou 3 isoformas ap6s avaliagao por SDS-PAGE,
com massas moleculares aparentes de aproximadamente 42, 38 e 36 kDa (MEDEIROS, 2012),
que foram identificadas por espectrometria de massas. Acredita-se que essas diferentes massas
ocorreram devido a glicosilagcdes que foram adicionadas a sua molécula pelo hospedeiro de
expressao, a levedura P. pastoris KM71H, que foram detectadas através de reagdes de
deglicosilagdo, bem como por espectrometria de massas. Nestes ensaios foi possivel observar
glicosilagdes presentes na estrutura da proteina, principalmente em relagdo a banda com massa
aparente de ~ 42 kDa o que confirma a hipdtese de Medeiros (2012). O uso de culturas de P.
pastoris como plataformas para expressao de proteinas recombinantes com residuos de glicanos
requeridos na estrutura ¢ bastante conhecido, como por exemplo na expressao de anticorpos
IgGs humanizados, onde as culturas de P. pastoris foram glicoengenheiradas para produgao
destes anticorpos com glicanos especificos (LI et al., 2006), bem como na obtencao de
aquaporinas humanas glicosiladas com maior termoestabilidade quando comparadas a proteinas
nativas (OBERG et al., 2011). P. pastoris € capaz de realizar glicosilagdes do tipo N e do tipo
O ligadas, com a inclusdo de residuos do tipo #igh-manose, com auxilio de manosiltransferases
presentes em seu complexo de Golgi (BRETTHAUER; CASTELLINO, 1999). Quitinases
glicosiladas ja foram relatadas na literatura, sendo produzidas em células de P. pastoris. A
quitinase de Glaciozyma antartica, quando produzida em P. pastoris, apresentou-se N-
glicosilada, apds detec¢do por coloragdo diferencial para residuos de N-glicanos, o que
corroborou com o fato da mesma apresentar possiveis sitios de N-glicosilacao apds avaliagao
da sua sequencia de aminoacidos (RAMLI et al., 2011).

Os residuos de glicanos adicionados pelo hospedeiro de expressao sdo capazes de
alterar a massa molecular aparente, predita através da sequéncia de aminoacidos, da proteina
recombinante expressa. AKOND et al (2014) descreveram a producdo de uma quitinase de

Dioscorea oppsita Thunb, em Pichia pastoris X-33. Esta proteina foi produzida glicosilada,
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apresentando varias bandas protéicas ativas com massas moleculares aparentes variando de 28
a 58 kDa, apos zimografia in gel para atividade quitinésica.

Os residuos de glicanos adicionados por hospedeiros de expressdao sao importantes
para a producdo de glicoproteinas terapéuticas nestas plataformas. Geralmente, células de
mamiferos sao utilizadas como vetores de expressao de proteinas humanas, porém alternativas
com relativo baixo custo para producao de glicoproteinas em maiores escalas sao importantes,
como a producao em células de fungos. O controle das vias de glicosilacao e a humanizagao
dos residuos de glicanos que serdo incorporados as proteinas recombinantes produzidas sao
estratégias para a utiliza¢ao de organismos como Pichia pastoris na expressao de proteinas com
fins terapéuticos (NETT et al., 2013).

A rCV2736 apresentou aumento de 47,1 U na atividade quitinolitica (BOLLER,
1992) quando o tempo de incubagdo com o substrato foi aumentado de 1 h para 24 h, porém
quando adicionadas concentragdes crescentes de NaCl durante a atividade ndo houve aumento
da atividade em relag@o ao controle. Esperava-se obter um efeito do tipo salting-out quando da
adicao de NaCl, expondo os residuos hidrofobicos da proteina, na tentativa de facilitar a ligagao
a quitina coloidal, com consequente aumento da atividade quitinolitica. Como rCV2736 nao
possui dominio de ligagdo a quitina especifico em sua estrutura, o que foi determinado por
ferramentas de bioinformatica (MEDEIROS, 2012) e modelagem por homologia, o tempo de
incubagdo deve ser um fator critico para a atividade enzimatica desta proteina.

Os fons Ba®", Ni** ¢ Fe** inibiram fortemente a atividade enzimatica da rCV2736,
em 78,13%, 67,32% e 71,07%. Nenhum dos ions testados foi capaz de potencializar a agao de
rCV2736. Efeitos inibitorios relativos a metais que influenciam a atividade quitinolitica sao
relatados, como na quitinase CHI18H8 com potencial antifungico, que teve sua atividade
quitindsica inibida na presenca de vérios ions, tais como Ni*" e Fe*" (BERINI et al., 2017).
Porém os autores concluiram que a enzima poderia ser dependente de Ca®’, pois este
potencializava a acdo da referida enzima, e quando a mesma era tratada com EDTA, o efeito
quelante suprimia a atividade enzimatica, provavelmente pela necessidade de Ca®" na
estabilizacao da estrutura tridimensional da proteina recombinante, bem como do seu sitio ativo,
o que ja foi descrito para outras quitinases (BERINI et al., 2017; GARCIA-FRAGA et al.,
2014).

A rCV2736 foi capaz de hidrolisar peptidoglicanos da parede celular de bactérias
Gram-positivo e Gram-negativo, bem como foi ativa para S. aureus ATCC 6538P, E. coli
ATCC 10536, P. aeruginosa ATCC 9027, K. pneumonia ATCC 10031 e S. choleraesuis ATCC

10708. Efeito bactericida foi constatado apenas para as cepas Gram-negativo P. aeruginosa e
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K. pneumonia, para as outras cepas a rCV2736, nas concentragdes testadas, apresentou efeito
bacteriostatico. Quitinases estdo envolvidas nos processos de nutricdo, ao possibilitar a
utilizacdao de quitina como fonte de carbono, parasitismo e defesa, principalmente devido sua
acdo antifungica ja bem descrita na literatura (RATHORE; GUPTA, 2015).

Porém em relacdo a atividade antibacteriana destas proteinas, relatos sdo mais
escassos. Analisando a estrutura tridimensional das quitinases, em buscas por dominios
relacionados a possivel atividade antibacteriana, pode-se encontrar dominios similares, por
exemplo, com Hevaminas, lisozimas ou dominio fibronectinas tipo III. As Hevaminas sao um
grupo de proteinas da familia GH 18, capazes de hidrolisar tanto cadeias de quitina, quanto
peptidoglicanos, possibilitando sua atuagdo na defesa contra bactérias patogénicas e fungos
(CANTAREL et al., 2009). As fibronectinas sdo glicoproteinas de alto peso molecular
relacionadas a varios eventos, dentre eles a adesdo celular e a biomoléculas (KORNBLIHTT et
al., 1985). O que classicamente se encontra na literatura para enzimas quitinoliticas, dentro das
GHs, com atividade sobre peptidoglicanos sao as lisozimas. Quitinases e lisozimas tem similar
o fato da hidrélise por elas proporcionadas envolver ligagdes do tipo B-1,4 em polissacarideos.
As quitinases nao possuem similaridade na sequéncia de aminoacidos com as lisozimas, porém
ocorre uma similaridade na estrutura tridimensional do sitio catalitico dessas enzimas, o que €
visto, por exemplo, nas quitinases da familia GH 19 (ROBERTUS et al., 1998).

Poucos exemplos de quitinases com atividade antibacteriana sdo encontrados na
literatura. Uma das primeiras descrigdes encontradas sobre quitinases com atividade antifingica
e antibacteriana foi em procariotos, para duas quitinases purificadas a partir do sobrenadante da
cultura de Pseudomonas aeruginosa K-187(WANG; CHANG, 1997). Neste artigo, as
quitinases apresentaram atividade sobre S. aureus, P. aeruginosa entre outros.

Chen et al. (2007) descreveram a produgdo de uma quitinase recombinante de
Carica papaya, com atividade antifingica e antibacteriana. A enzima recombinante foi capaz
de inibir o crescimento de duas cepas de E. coli.

Ghasemi et al. (2011) produziram de forma recombinante quitinases de Bacilus
pumilus, com atividade lisozima e quitinolitica, portanto, possuindo atividades potenciais
antibacterianas e antifingicas, respectivamente. Estes autores trazem o conceito de
bifucionalidade para as quitinases. Qin ef al. (2014) e Elmogy et al. (2015) trazem ambos
estudos com atividade antibacteriana de peptideos e proteinas que apresentavam similaridade
estrutural e enzimatica com quitinases, o que ilustra a relacao entre estrutura e funcao dentro

do grupo das GHs. Os poucos relatos encontrados na literatura mostram a escassez de trabalhos
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relativos ao potencial antibacteriano de enzimas quitinoliticas, pois a maioria descreve somente
possiveis atividades antifingicas para esse grupo de proteinas.

A rCV2736 apresentou efeito bactericida, nas concentracdes testadas, sobre P.
aeruginosa e K. pneumoniae, dessa forma os demais experimentos foram realizados utilizando-
se apenas essas duas cepas. P. aeruginosa e K. pneumoniae sao Gram-negativo, patdgenos
oportunistas em infecgdes dos tratos urindrio, podendo causar bacteremias em pacientes
imunocomprometidos. Ambas estdo relacionadas em casos de infeccdes hospitalares
(MALDONADO etal.,2007; MORITA; TOMIDA; KAWAMURA, 2014). P. aeruginosa pode
ser encontrada em meios bidticos e abidticos. E uma bactéria moével, ndo-fermentadora,
possuindo como fatores de viruléncia principais a capacidade de formar biofilmes e a resisténcia
intrinseca a varias substancias(BALASUBRAMANIAN et al., 2013). K. pneumoniae ¢ uma
bactéria encapsulada, fermentadora, ndo movel, podendo ser encontrada em varios ambientes
como solo e dgua, possui diversos fatores de viruléncia, como a expressao de carbapenemase
(KPC), produgdo de fimbrias que auxiliam na instalacdo da infeccdo em varios tecidos,
lipopolissacarideos e siderdforos (CDC, 2012; PACZOSA; MECSAS, 2016).

Os experimentos microbiologicos foram realizados com caldo Muller-Hinton em
pH 5,2, estando a proteina recombinante em tampao acetato de sédio 50 mM pH 5,2. O efeito
bactericida foi observado nessas condigdes, porém quando se aumenta o valor de pH do meio
de cultura, observa-se uma reducao dessa atividade, elevando os valores de CIM de rCV2736
para as cepas testadas, comprovando a diminui¢do da atividade em relagdo ao aumento do pH
do meio de cultura. Este fato pode ser explicado pelo carater acidico desta enzima, que pode
ser relacionado com o pH 6timo para a atividade enzimatica entre 3,0 e 5,0 (MEDEIROS,
2012). Exemplos de quitinases da familia GH 18 com carater 4cido sdo encontradas na lagrima
humana, sendo conhecidas como quitinases acidicas de mamiferos. Estas tem pH &timo
variando de 2,0 a 4,0, sendo produzidas em conjunto com lisozimas, formando o filme lacrimal
(BUCOLO et al.,, 2011). A quitinase recombinante obtida a partir de uma biblioteca
metagendmica, com similaridade a quitinases de Aeromonas sp. que habitam comumente solo,
apresentou-se estavel em pH 4,0 a 9,0, porém com atividade 6tima em pH 5,0 (THIMOTEO et
al., 2017).

Estudos mostram que o pH urinario, por ser acido, favorece o desenvolvimento de
mecanismos de resisténcia a infec¢des por K. pneumoniae. Tratamentos com fluorquinolonas,
como ciprofloxacino, podem ndo ser efetivos devido a sua menor atividade antibacteriana em
pH acido. Bactérias como P. aeruginosa e E. coli que apresentam resisténcia a antibiodticos de

uso oral, quando testadas em pH sérico (na faixa da neutralidade) e em concentragdes utilizadas
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para tratamento de problemas urinarios, acabam se tornando mais susceptiveis do que quando
estas bactérias foram incubadas em meio com pH urinario, o que acaba superestimando os
valores de resisténcia relacionada a infecgdes urinarias (CUNHA, 2016).

Com relagao ao efeito do tempo de exposicao, a CBM (365 pg/mL) da rCV2736
foi capaz de inviabilizar o crescimento de P. aeruginosa rapidamente apos de 4 h de exposigao.
Para a cepa K. pneumoniae, o efeito bactericida foi evidenciado ap6s 8 h de exposigao a CBM
(365 pg/mL), onde também se observou um efeito bacteriostatico das culturas tratadas com a
CIM em até 12 h de exposi¢ao. Esse efeito foi mantido por até 12h de exposi¢do com a
concentra¢do subinibitoria testada (91,45 pg/mL).

A proteina recombinante foi capaz de modular positivamente (efeito sinérgico) a
atividade antimicrobiana da tetraciclina sobre P. aeruginosa ATCC 9027 e K. pneumoniae
ATCC 10031. A tetraciclina ¢ um antibidtico da classe das tetraciclinas com fung¢ao
bacteriostatica, que tem como mecanismo de acdo impedir a sintese proteica por se ligar a
subunidade 30S do ribossomo bacteriano. Cepas selvagens de P. aeruginosa, possuem um
sistema de efluxo que ¢ induzido por concentracdes subinibitorias de aminoglicosideos e outras
substancias que se ligam a ribossomos (como as tetraciclinas, por exemplo), o que faz com que
estas cepas tenham niveis de resisténcia a alguns destes antimicrobianos (MORITA; TOMIDA;
KAWAMURA, 2014). As cepas utilizadas (P. aeruginosa ATCC 9027 e K. pneumoniae ATCC
10031) apresentaram sensibilidade a tetraciclina, e no ensaio de modulacdo provavelmente
rCV2736, por sua agao sobre a degradacao da parede celular bacteriana, evidenciada através de
sua atividade peptidoglicano hidrolase positiva ja descrita, levou a uma maior concentragao de
tetraciclina no interior das células, o que facilitou sua agdo no processo de impedimento da
sintese de proteinas, mesmo estando este antibiotico em concentragdes subinibitorias.

A rCV2736 quando associada a ceftazidima também apresentou efeito sinérgico
sobre P. aeruginosa. Ceftazidima ¢ um antibidtico do grupo das cefalosporinas, que tem como
modo de acdo a ligacdo irreversivel a transpeptidases, que impedem a formagao das ligacdes
cruzadas no peptidoglicano (MADIGAN, 2004), o que pode ter atuado em conjunto com a
atividade de degradagao da parede celular bacteriana de rCV2736, que facilitaria a entrada do
antibidtico mencionado no interior da célula, aumentando o potencial de desestabilizar a parede
celular bacteriana pela ndo formagao das ligagdes cruzadas da molécula de peptidoglicano. Ja
para K. pneumoniae, a associagdo de rCV2736 com amicacina, um aminoglicosideo inibidor de
sintese protéica, com mecanismo similar a tetraciclina também foi de efeito sinérgico.

Ao investigar a acdo da rCV2736 sobre biofilmes de P. aeruginosa e K.

pneumoniae, foi evidenciada a capacidade da proteina em inibir a formacgdo de biofilme das
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duas cepas, porém, nas concentragdes testadas, ndo foi constatada a erradicacao do biofilme ja
formado. No entanto, concentracdes de proteina iguais a 2x CIM e 4xCIM, determinaram uma
redugdo do crescimento bacteriano de 17,84% e 22,94%, para P. aeruginosa, e de 22,68% e
27,6% para K. pneumoniae, respectivamente.

Por definicdo, biofilmes sdo formados pela associagdo de células de
microrganismos que estdo envoltas em uma matriz extracelular polimérica (VERT, 2012).
Biofilmes bacterianos sdao considerados fatores de viruléncia por impedir a acao de substancias
antimicrobianas ao dificultar o contato destas com as células que se dispdem organizadas em
camadas unidas por uma matriz extracelular complexa (FLEMMING et al., 2016).Em um
estudo que avaliava a capacidade de isolados clinicos de K. pneumoniae em formar biofilme,
cepas isoladas de catéteres urinarios foram os organismos com maior capacidade de formacgao
de biofilme (MALDONADO et al., 2007).

Nossos resultados sugerem que a rCV2736 ¢ capaz degradar ou desestabilizar a
estrutura de algum exopolissacarideo da matriz do biofilme, como por exemplo a molécula de
alginato presente no biofilme de P. aeruginosa (PUREVDORJ-GAGE, 2004). Este
polissacarideo ¢ formado pela unido de moléculas de acido B-D-manurdnico e acido a-L-
gulurdnico, unidos por ligagao glicosidica do tipo B-1,4 (GARCIA-CRUZ; FOGGETTI; DA
SILVA, 2008). E possivel que rCV2736 iniba a formagio do biofilme por reconhecer e clivar
as ligagdes B-1,4 presentes nas moléculas de polissacarideos.

Devido a composicao da matriz do biofilme conter polissacarideos e proteinas
diversas, as quitinases podem ser consideradas possiveis ferramentas de uso para o tratamento
de biofilmes bacterianos. O tratamento do biofime de Gardnerella vaginalis com quitinases
causou pouca reducao no biofilme formado, quando comparado com outras moléculas, como
proteases (proteinase K e tripsina) (PATTERSON et al., 2007). Ja a quitinase enddgena de
Francisella tularensis atuou com fator negativo sobre a formagado de biofilmes, evidenciando a
presenca de polissacarideos na formagao da matriz desta estrutura (CHUNG et al., 2014). Além
de enzimas que podem degradar a matriz do biofilme, outras substancias que regulam
negativamente ou inibem o processo de quorum sense (QS) também sdo interessantes
ferramentas no controle da formacao de biofilmes bacterianos, e consequentemente a resisténcia
de microrganismos a antimicrobianos (HUSAIN et al., 2013, 2017; HUSAIN; AHMAD, 2013).
Estudos mais aprofundados sobre o real papel de quitinases no mecanismo de formacao e
inibicao de biofilmes bacterianos sdo necessarios.

A rCV2736 possui similaridade estrutural com proteinas relacionadas a esporulagao

de bactérias do genéro Bacillus CFLE (Cortical fragment-lytic enzyme) (MEDEIROS, 2012).
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A glicosidase relacionada a esporulacao (ydhD) de Bacillus subtilis (PDB: 3CZ8) foi utilizada
no processo de modelagem molecular por homologia de rCV2736, obtendo-se uma proteina
com arquitetura do tipo barril TIM, caracteristico das GH 18, porém apresentando duas
mutacdes pontuais no seu sitio catalitico (no residuo 104 houve uma mutagdo de aspartato para
serina, € no residuo de aminoacido 107 de acido aspartico para asparagina). A escolha por este
molde ocorreu devido a maior identidade obtida através do servidor Phyre2.0. Uma relagao
entre quitinases bifuncionais e as hidrolases de petidoglicanos (PHs) pode ocorrer, visto que
PHs podem ter como alvo diferentes por¢des da molécula do peptidoglicano, dentre estas a
parte glicosidica envolvendo as moléculas de 4cido N-acetilmuramico e a N-acetil-D-
glucosamina, unidas também por ligagdes do tipo B-1,4, do mesmo modo que a encontrada
formando o polissacarideo quitina. PHs que clivam a porcao glicosidica do peptidoglicano
podem ser classificadas como N-acetilglucosaminidases, lisozimas e transglicosilases liticas
(VOLLMER et al., 2008b).

Devido a esta similaridade, experimentos de docking molecular foram realizados
com o modelo de rCV2736 utilizando como ligantes um tetrassacarideo de N-acetil-D-
Glucosamina [(GlicNac)4] e um tetrassacarideo contendo unidades de N-acetil-D-Glucosamina
alternadas com unidades de 4cido N-acetilmuramico [(GIcNAc-MurNAc),]. Energias de
afinidade teoricas foram determinadas, variando de -7,0 a -6,5 kcal/mol para docking realizado
com [(GIcNAc-MurNAc),] e -7,1 a-6,2 kcal/mol para [(GlicNac)4], onde foi possivel visualizar

7 . ~ ’ ’ 11z 11
também a interacio entre o residuo responsavel pela catalise (Glu'"®

) e 0 atomo de oxigénio da
ligacdo glicosidica formada entre os residuos de carboidrato alocados nos subsitios +1 e -1 da
enzima. A quitinase de Serratia marcescens (ChiB), por sua vez, apresentou uma energia livre
de -7,4 kcal/mol, em experimentos de calorimetria, quando complexada com uma molécula de
[(GlicNac)4] (NORBERG et al., 2010), o que valida o processo de docking molecular realizado.
Os valores de energia encontrados para [(GlicNac)s] sdo mais baixos quando comparados a
energia de ligacdo de uma quitinase com mais alta atividade quitinolitica, como a quitinase de
Vigna unguiculata da familia GH 19, cujos valores encontrados para ligagdo a varios
oligdmeros diferentes variou de -8,1 a -8,7 kcal/mol (LANDIM et al., 2017). Evidéncias
mostram que a energia livre de ligacdo seja diretamente proporcional a processividade da
enzima nas familias de GHs, sendo essa relacionada a arquitetura do sitio ativo(PAYNE et al.,
2013). Mais estudos relativos dindmica molecular de CV2736 sdo necessdrios para se

compreender o real mecanismo de catalise dos ligantes aqui descritos, auxiliando assim o

entendimento do efeito antibacteriano encontrado.
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Além do potencial antibacteriano, rCV2736 apresentou-se ativa contra a cepa Y de
T. cruzi nas formas epimastigota e tripomastigota, em ensaios de atividade in vitro, com I1Csy =
1089ug/mL para as formas epimastigotas e 118,3 ug/mL para tripomastigotas.

T. cruzi € o parasita responsavel pela Doenga de Chagas, tripanossomiase de ampla
importancia para a saude publica. Sua distribuigdo ocorre prioritariamente na porgao
continental da América Latina, porém devido a alta mobilidade por todo mundo, outros paises
da Europa e América do Norte ja apresentam casos. O modo de transmissdo ocorre
principalmente pelo contato com fezes e urina dos insetos triatomineos hematdfagos,
geralmente de habitos noturnos, contaminados com o parasita. Acredita-se que de 6 a 7 milhdes
de pessoas no mundo estdo infectadas com esse parasita e os custos para tratamento dessa
doenca ainda sdo elevados. Os farmacos de escolha para o tratamento sdo benznidazol e
nifurtimox (este teve sua producdao e comercializacdo proibida no Brasil nos anos 80)
(BEZERRA; DE OLIVEIRA MENEGUETTI; CAMARGO, 2012), porém quanto mais tempo
a pessoa apresenta a infec¢do menor € a eficacia dos medicamentos, além disso em 40% dos
pacientes tratados foram observados efeitos colaterais (PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2017;
WHO, 2017).

Por esse motivo, ¢ importante a busca por novos alvos terapéuticos que apresentem
menor toxicidade e maior eficacia em todos os estdgios da doenga. Na literatura encontramos
estudos sobre quitinases envolvidas no combate a Doenca de Chagas, porém em relagdao a um
possivel controle populacional dos insetos transmissores, visto que estes possuem quitina
compondo a sua membrana peritrofica intestinal, e essas enzimas quitinoliticas poderiam atuar
causando danos nos processos de nutricao dos insetos (ALVARENGA et al., 2016). Possiveis
efeitos de quitinases recombinantes sobre 7. cruzi ainda ndo foram relatados, sendo importante
a elucidagcdo do modo de agdao de rCV2736 sobre este parasita. Uma hipdtese para a possivel
atividade desta proteina sobre o parasita ¢ uma possivel desestabilizagao celular desencadeada
pelo reconhecimento da proteina ou dos glicanos presentes em sua estrutura, que levaria a um
mecanismo de morte celular. Ensaios complementares de citotoxicidade sao necessarios de
modo a caracterizar a proteina recombinante como uma possivel substancia candidata no
combate a doenga de chagas.

Diante dos resultados encontrados para os ensaios in vitro, rCV2736 pode ser
considerada uma molécula com potencial antibacteriano, com possivel mecanismo de agdo a
degradacao enzimatica do peptidoglicanos presente na parede celular bacteriana. rCV2736
também pode ser considerada uma molécula com potencial antiparasitario, atuando contra as

formas epimastigota e tripomastigota de 7. cruzi. Ensaios complementares de citotoxicidade in
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vitro € in vivo sao necessarios, bem como a possibilidade de formulagdes de uso topico ou oral
no tratamento a infecdes bacterianas e da doenca de Chagas, de modo a caracterizar rCV2736

como um possivel antimicrobiano e tripanocida de uso clinico.
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8 CONCLUSAO

Diante do exposto, a proteina recombinante rCV2736 de C. violaceum ATCC
12472, produzida a partir de células de P. pastoris KM71H, € uma chitinase-like bifuncional
com potencial enzimdatico e antibacteriano, atuando principalmente contra bactérias Gram-
negativo, como P. aeruginosa ¢ K. pneumoniae. Com relacao a sua atividade antibacteriana,
rCV2736 também foi capaz de inibir a formagdo de biofilmes para ambas as bactérias, bem
como de modular positivamente a agao de importantes antimicrobianos de uso clinico. Além
disso, a rCV2736 também foi ativa sobre as formas epimastigota e tripomastigota de 7. cruzi,
apresentando efeito antiparasitario in vitro. Seu mecanismo de ag¢do antibacteriano pode ser
explicado pelo efeito enzimatico sobre a molécula do peptidoglicanos, presente na parede
celular bacteriana, avaliado através de zimografia e simulagdes de docking molecular. Portanto,
rCV2736 pode ser considerada como uma molécula com potencial antibacteriano e

antiparasitario.
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ANEXO A - COMPOSICAO DOS MEIOS DE CULTURA UTILIZADOS

agar YPDS (Yeast extract Peptone Dextrose Sorbitol) (Pichia Expression Kit -
Invitrogen)

Extrato de levedura 1%;
Peptona 2%,

Dextrose 2%;

Sorbitol 1M;

agar 2%

caldo BMGY (buffered complex glycerol medium) (Pichia Expression Kit -Invitrogen)

Tampao fosfato de potassio 100 mM, pH 6,0;
Extrato de levedura 1%;

Peptona 2%,

YNB (yeast nitrogen base) 1,34%;

Biotina 4 x 10°%;

glicerol 1%

caldo BMMY (buffered complex methanol medium) (Pichia Expression Kit -
Invitrogen)

Tampao fosfato de potassio 100 mM, pH 6,0;
Extrato de levedura 1%;

Peptona 2%,

YNB (yeast nitrogen base) 1,34%;

Biotina 4 x 10°%;

Metanol 1%

caldo LIT (liver infusion tryptose)

NaHPO4.7H20 1,16%
NaCl 0,4%
KCI0,04%

Glicose 0,22%



Triptose 0,5%

Caldo de infusdo de figado 0,5%
Extrato de levedura 0,15%

Hemina 25 mg/20 mLTris base 0,1N
Soro fetal bovino 10%

Penicilina 20.000 U/100 mL

Estreptomicina/gentamicina 0,005%

caldo DMEM (Dulbecco s modified Eagle s médium)

Meio liofilizado 1,015%
Nitrato férrico 0,0001%
Estreptomicina 100 U/mL
Penicilina 100 mg/mL

Soro fetal bovino 1%
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ANEXO B - SEQUENCIA COMPLETA DE AMINOACIDOS DE rCV2736

EAEAEFVLAYYSGYAGNYAALTRYAASFNAVAVDFYNITAQGAVTGNGDPAPNDAI
SFLLGRKIPAYGCVSNVDGNGNWSADIAHAVSTSAQSQAVANLVKFAQDKRFSGIN

VDFEAVAQGDRNNFSHFIQVLGRALHAKGLKLIVSVPAFSAKDENHPANYGYDLRA

LGAAADYLQIMSYDEAIPAWDPGPVAGSDWMEDDLDYAVERVPAAKILNGIPAYGY
DWKRPGDGGMLYWKDTQALIARYGAQPRYDAGTHSLTFNYGAADGSRHTVWTEN

ARSVALKASLVNAYGLGGTSLYALGMEDDAFWAAVKQGLAQRVLEQKLISEEDLNS
AVDHHHHHH

Fonte: NCBI
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ANEXO C - MAPA DO PLASMIDEO DE EXPRESSAO pPICZoA

Fonte: Pichia Expression Kit (Invitrogen)
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ANEXO D - INFORMACOES SOBRE C. violaceum ATCC 12472

Chromobacterium violaceum Bergonzini (ATCC® 12472™)
Strain Designations: MK [NCIB 9131, NCTC 9757] / Type Strain: yes / Biosafety Level: 2

SHARE | EMAIL | PRINT
GENERAL INFORMATION CHARACTERISTICS CULTURE METHOD HISTORY DOCUMENTATION < = o

Permits and Restrictions ™ View Permits Chromobacterium violaceum
Bergonzini
ATCC® 12472
freeze-dried -
Deposited As Chromobacterium violaceum Bergonzini I For-Profit: 222,00

Non-Profit: $188.70

Strain Designations MK [NCIB 9131, NCTC 9757] aty: |:|

Application Produces restriction endonuclease Cvil
Serine hydroxymethyltransferase synthesis

Isolation Freshwater, Malaya
Biosafety Level 2 CUSTOMER
SERVICE
Biosafety classification is based on U.S. Public Health Service Don't see what you are
Guidelines, it is the responsibility of the customer to ensure that looking for? Our Technical
their facilities comply with biosafety regulations for their own Support team may be able to
country. help.
Learn More
Product Format freeze-dried
Storage Conditions Frozen: -80°C or colder

Fonte: https://www.atcc.org/products/all/12472.aspx#generalinformation
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N° Processo: 01342000411201409 . Objeto: Renovacao de licenca
pelo uso de software. Total de Itens Licitados: 00001. Fundamento
Legal: Art. 25°, Caput da Lei n° 8.666 de 21/06/1993.. Justificativa: O
valor esta compativel com o valor de mercado. Declaracdo de Ine-
xigibilidade em 02/05/2014. JOSE ANTONIO DIAZ DIEGUEZ. Or-
denador de Despesas. Ratificacio em 02/05/2014. JOSE CARLOS
BRESSIANL Supem\tendenﬁe Valor Global: R$ 31.028,13. CNPJ
CONTRATADA : 00.796.437/0001-83 ENGINEERING SIMULA-
TION AND SCIENTIFIC SOFTWARE LTDA.
(SIDEC - 26/05/2014) 113202-11501-2014NE800060
AVISO DE LICITACAO
PREGAO N° 42/2014 - UASG 113202

N° Processo: 01342000199201471 . Objeto: Pregao F_lelrmmo Con-
tratacao de empresa para a do servico de que
consiste na manutencao da cobertura dos Prédios 02 e 03 do Centro
de Ciéncia e Tecnologia dos Materiais CCTM da CNEN/IPEN. Total
de Itens Licitados: 00001. Edital: 27/05/2014 de 08h30 as 12h00 e de
12h as 16h30. Endereco: Av Prof. Lineu Prestes 2242 Cidade Uni-

CARLOS ‘\P“LBERTO PEREIRA

g0eiro

(SIDEC - 26/05/2014) 240101-00001-2014NES00001

CENTRO N%CIONAL DE TECNOLOGIA
ELETRONICA AVANCADA S/A

EXTRATO DE CONTRATO N° 18/2014 - UASG 245209

N° Processo:_01213002070201473. PREGAO SISPP N° 28/2014.
Contratante: CENTRO NACIONAL DE TECNOLOGIA -ELETRO-
NICA AVANCADA S.A. CNPJ Contratado: 05370035000136. Con-
tratado : PM TECH CONSULTORIA E ASSESSORIA -EMPRE-
SARIAL SOCIEDADE. Objeto: Contratagdo de empresa especiali-
nda na prsngao de servico de treinamento In-Company de ge-
tos. Fundamento Legal: Lei 8.666/93. Vi; encla
12/05/’014 a 1;11/2014 Valor Total: R$26.900,00.
100000000 - 2014NE800327. Data de Assinatura: 17_/05/2014.

(SICON -
EXTRATO DE TERMO ADITIVO N° 1/2014 - UASG 245209

26/05/2014) 245209-24209-2014NES00044

Niimero do Contrato: 33/2013. N° Processo: 01213000401201350.
PREGAO SISPP N° 63/2013. Contratante: CENTRO NACIONAL
DE TECNOLOGIA -ELETRONICA AVANCADA SA. CNPJ Con-
tratado: 03257455000185. Contratado : PREDITIVA ANALISES EM
ENERGIA -ELETRICA LTDA - ME. Objeto: Promrogacao, pelo pe-
riodo de 12 (doze) meses dos servicos de confeccao anual de laudo e
medicSes do sistema de protecao de descargas atmosféricas (SPDA).
Fundamento Le; al Lel 8 666/93 Vigéncia: 21/06/2014 a 21/06/2014.
Valor Total: : 1 - 2014NE800390. Data
de Assinatura: "1/0>f2014

(SICON - 26/05/2014) 245209-24209-2014NE8S00042

ia Butanta - SAO PAULO - SP. Entrega das Pmpos(as a pamr
de 27/05/2014 as 08h30 no site www.comprasnet.govbr.. Al

OCORAD Total de Itens Licitados: 00001. Fun-
damento Legal Art. 25°, Caput da Lei n° 8.666 de 21/06/1993..
Justificativa: Fomecedor Exclusivo Dec]ang:ao de Inulg)bll.ldzde em
26/05/2014. ROBERTO CRESPO PEREIRA. Chef n(:iuf
a&:]t;em 26/05/2014. JAYME DA COSTA GARCIA e Di
r Global: R$ 8.500,00. CNPJ CONTRATADA
PROCOR.AD

(SIDEC - 26/05/2014) 113204-11501-2014NE800019
NUCLEBRAS EQUIPAMENTOS PESADOS S/A
EXTRATO DE CONTRATO

Especle extrato do Contrato C-908/CS-500. Objeto: Prestacao de
os de Realizacdo de concurso piiblico de provas e titulos, in-
cl o o planejamemo € a elaboracao do edital do manual do can-
das provas de 62 vagas e
cadastm reserva. Contrato firmado com dfspensa de licitacio com
base no Artigo 24, XIII da Lei 8666/93. Contratada: Fi aeBm—
Rio. CNPJ: 31.165.384/0001-26. Valor: 629.356,00. Prazo
cia: 26/03/2014 a 25/03/2015. Data de assinatura: 26/03/2014 g
natdrios: pela NUCLEP: Paulo Roberto Trindade Bnéa - Diretor
Administrativo e Ricardo Noronha Pereira - Gerente de Suprimentos.
Pela Contratada: Gilberto Lima de Freitas - Secretario e Angelo
Luiz Monteiro de Barros - Presidente.

COMISSAO TECNICA NACIONAL
DE BIOSSEGURANCA

EXTRATO PREVIO N° 4100/2014

O Presidente da Comissdo Técnica Nacional de Biossegu-
ranca - CTNBio, no uso de suas atribui¢des e de acordo com o artigo
14, inciso XIX, da Lei 11.105/05 e do Art. 5, inciso XIX do Decreto
5.591/05, toma piiblico que encontra-se em andlise na Comissao o
processo a seguir discrimmado:

Processo n° 01200.004129/1998-53

nte: Universidade Federal do Ceara
CQB: 102/99
Proton: 22508/2014

Endetao Av. Humberto Monte, 2977. Campus Pici - For-
taleza, Ceara 60450-000

das Propostas: 11/06/2014 as 14h00 site wwwcompnsl\et gole In- . _Assc!:-n;omigf de‘agao de parecer para extensdo de CQB para
i(:;:afos RC;ZIS ovgr ra posigio mo_site: Ementa: A Dra. Ana de Fitima Fontenelle Urano Carvalho,
omp! & Presidente da Comissao Intema de Biossegt a da Universidade
JOSE -‘\N'IO\IIO DIAZ DIEGUEZ. Federal do Ceard - UFC, solicita 3 CTNBio quamo a nova

e Area de A

(SIDEC - 26/05/2014) 113202-11501-2014NE800060
INDUSTRIAS NUCLEARES DO BRASIL S/A

EXTRATO DE INEXIGIBILIDADE DE LICITACAO

Processo: RMS GPROTM 2014/05/00002. Contratada: AREVA MI-
NES. Objeto: Servigo de revisio do Projeto de Desenvolvimento das

composicao da Comissio Intema de Biosse;

Reitor dlg Universidade Federal do f m“ﬁo Pelelﬁ
através da Portaria n® 234 de 20 de ]aneno de 2011, nomeia para
compor a Comissao Interna de Bi
Dra. Ana de Fitima Fontenelle Urano Carvalho (Presidente), Dr.
Francisco de de Paiva Campos, Dr. Thales Barbosa Grangeiro,
Dra. Ilka Maria Vasconcelos, Dra. Maria Clélia Lustosa Costa, Dra.
‘Vania Maria Maciel Melo, Dra. Cristina Paiva da Silveira Carvalho e
De. José Hélio (;osta A cona do alo administrativo que nomeia os
novos

A CI'N'Blo esclarece que este extrato prévio nao exime a
das demais

Lavras Subterrineas de Caetité / Bahia. Fund Legal:

de acordo com art. 25, Inciso II, § 1° c/c art. 13 Inciso II, da Lei
8.666/1993. Declaracao do Ato: Hilton Mantovani Lima, Gerente de
Produgdo em Caetité. Ratificacao: Adriano Maciel Tavares, Diretor de
Recursos Minerais, em 21.05.14.

RESULTADO DE JULGAMENTO
PREGAO ELETRONICO CADMTM N° 5/2014

Em cumprimento ao disposto na Lei 10.520, de 17 de julho
de 2002 e em conformidade com o paragrafo 1° do artigo 109 da Lei
8.666/93, Indiistrias Nucleares do Brasil S A. - INB toma piiblico que
a empresa Labsynﬂ: Pmdutos Para Laboﬁtonos Ltda foi considerada

de j

das apresen-
tadas a0 Pxegao Eletrénico CADMTM n° 05/”014 CII]O objeto € o
de

RADIVAL DA COSTA NERY

20eiro

querent legislagoes vigentes no pais,
ap bemo do

io informa que o piiblico terd trinta dias para se

mamfesmr soze o presente pleito, a partir da data de sua publicacao.

maiores deverao ser as, por
escrito, a Secretaria Executiva da CTNBio.

EDIVALDO DOMINGUES VELINI
EXTRATO PREVIO N° 4101/2014
O Presidente da Comissao Técnica Nacional de Biossegu-
ranga - CTNBio, no uso de suas atribuicdes e de acordo com o artigo

14, inciso XIX, da Lei 11.105/05 e do Art. 5, inciso XIX do Decreto
5.591/05, Wmapﬁbheoqueem\mwemu\ﬂlsem&mlsaoo

Processo a se; discriminado:
Pmcfsu;; n° 01.00 .000241/1999-32.
de Ciéncias F - Unesp
CQB: 109/99

Proton: 19912/2014

Este documento
pelo cédigo 00032014052700010

pode ser verificado no endereco eletronico http://www in.govhrautenticidade html,

Documento assinado digitalmente conforme MP n* 2.200-2 de 24/08/2001, que institui a

Infraestrutura de Chaves Piblicas Brasileira - ICP-Brasil.
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Chitinases as Antibacterial Proteins: A Systematic Review

Suelen Carneiro de Medeiros', José Edvar Monteiro-Junior?, Gleilton Weyne Passos Sales', Thalles Barbosa Grangeiro? and Nadia Accioly
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2Departamento de Biologia, Centro de Ciéncias, Universidade Federal do Cears, Fortaleza, Ceard, BRAZIL.

ABSTRACT

Chitinases are hydrolases that catalyze the cleavage of the B-1,4-O-
glycosidic linkages in chitin, a polysaccharide abundantly found in nature.
Chitin is an important structural component of the cell wall of most fungi
and the exoskeleton of arthropods, including insects and crustaceans.
These enzymes are widespread in the living world, being found in organisms
from all three domains of life. Due to their hydrolytic activity on chitin,
chitinases have great biotechnological potential in different areas, such as
human health, agriculture and food technology. The antifungal, insecticidal
and nematicidal effects of many chitinases have been intensively investigated
in the scientific literature, aiming to exploit these properties to protect
crops against phytopathogenic fungi and insect pests and parasitic nema-
todes. On the other hand, the effects of chitinases on bacteria have been
underexploited, possibly because chitin is not present in bacterial cell
walls. The aim of this study was to search the scientific literature for works
describing chitinases with antibacterial activity. Three bibliographic data-
bases were searched using the keywords “chitinase” and "antibacterial”
as descriptors and the chosen articles were selected according to specific

INTRODUCTION

Chitin is a linear and water-insoluble polysaccharide constituted by
N-acetyl-B-D-glucosamine (GIcNAc) units linked through B-1,4 linkages.
This polymer is the most abundant amino polysaccharide in nature and
after cellulose, is the second most plentiful biopolymer on earth. It is an
important structural component of the cell wall of many fungi and the
exoskeleton of arthropods, such as insects and crustaceans, like crabs,
shrimps and lobsters. Chitin is also found in the shell and radula of
mollusks and the cuticle and egg shell of nematodes." Recently, Tang and
co-workers have obtained evidences that chitin is endogenously produced
in non-mammalian vertebrates, including fishes and amphibians.

Chitinases (EC 3.2.1.14) are glycoside hydrolases (GHs) that catalyze
the cleavage of the B-1,4 glysosidic bonds between the GlcNAc residues
that form the chitin chains. Based on the similarities of their amino acid
sequences, most chitinases are grouped into the GH18 and GH19 families
according to the current classification of the Carbohydrate-Active
Enzymes (CAZy; http://www.cazy.org) database.** Chitinases are found
in a wide range of organisms including humans, seed plants, insects,
bacteria and fungi. These enzymes are involved in a variety of biological
processes, such as the remodeling of chitin in the cell walls of fungi and
the exoskeleton of arthropods during the periods of growth and devel-
opment,’ the utilization of chitin as a source of carbon and nitrogen
by many bacteria ¢ and participation in defense mechanisms against
pathogens.” In plants, for example, besides being expressed in different
tissues and organs during the regular growth and development, some
chitinases act as pathogenesis-related proteins, whose expression is
upregulated in response to chitin-containing pathogens. The hydrolytic
action of these induced chitinases on the chitin fibers of the pathogen’s

inclusion and exclusion criteria. As a result, we identified only 5 reports
wherein 6 purified chitinases have been shown experimentally to have
antibacterial activity. Three out of these 6 antibacterial chitinases were
shown to be bifunctional enzymes, which have chitinase and lysozyme
activity. The possible mechanism of action of these antibacterial chitinases
is discussed, highlighting their potential as antibacterial agents.

Key words: Antimicrobial, Chitin, Lysozyme, Peptidoglycan, Hydrolases.
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cell wall impairs its growth and spread, whereas the chitin oligomers
released are recognized by plant chitin receptors, which trigger other
defense reactions.® In carnivorous plants, some chitinases also play a
digestive role, being used along with other hydrolytic enzymes to digest
caught prey in their pitchers.’

The great interest in the study of chitinases primarily relies on their
enzymatic action on chitin. Endo-chitinases, for example, randomly
cleave chitin chains at internal sites, producing low molecular mass
chito-oligomers with 2 to 6 GIcNAc units, whereas exo-chitinases catalyze
the progressive release of N,N'-diacetylchitobiose [(GlcNAc),] or
N,N',N"-triacetylchitotriose [(GlcNAc),] from the chitin chains.”® Some
exo-type chitinases attack the chitin chains at the non-reducing end, but
others cleave the polymer at the opposite end.!! Due to their ability to
degrade chitin, many chitinases can cause damages to the cell walls of
fungi and cuticles of insects. The antifungal and insecticidal activities
of these enzymes have attracted the attention of the biotechnologists,
which has led to the development of transgenic crops with enhanced
resistance to fungal pathogens and insect pests.’? Chitinases with toxic
effects towards plant-parasitic nematodes have also been investigated as
an alternative strategy to protect crops from the serious damages these
organisms cause in many parts of the world.”* The nematicidal effect of
chitinases is also due to their degradative activity on chitin chains, which
causes destruction of the nematode’s cuticle, intestine and egg shell.'*
Furthermore, it is also well documented that N-acetyl-chitooligosaccha-
rides, which can be obtained from chitin by treatment with chitinases,
have antibacterial, antifungal, metastasis suppression and other biological
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