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RESUMO

Quitinases sao enzimas capazes de hidrolisar as ligagdes covalentes B-(1,4) entre os residuos
de N-acetil-B-D-glucosamina (GlcNAc) que constituem a quitina. O polissacarideo quitina,
sendo um componente estrutural da parede celular de fungos, conduziu ao interesse pelas
quitinases, no sentido de desenvolver produtos antifingicos. Duas quitinases da familia GH19
foram identificadas no transcriptoma de sementes do cajueiro ando-precoce CCP 76,
AoChi4849 e AoChi5472. Uma analise inicial dessas quitinases revelou que um residuo de
glutamato (Glu), essencial a catalise enzimatica, foi substituido por um residuo de lisina (Lys)
na AoChi5472. Assim, o objetivo deste trabalho foi verificar a funcionalidade destas quitinases
com relacdo a capacidade de degradar a quitina e combater patogenos fungicos e bactérias.
Andlises in silico demostraram que 40oChi4849 pertence a classe IV das quitinases GH19 e
AoChi5472 a classe VI. Notavelmente, todos os representantes da classe VI também apresentam
a mutacdo Glu—Lys no sitio catalitico. Analise de docking molecular realizada com o dominio
catalitico da 40Chi5472 e (GlcNac)4 indicou a presenca de ligagdes favoraveis para a catalise
entre o residuo Lys e o substrato. As quitinases recombinantes produzidas em Pichia pastoris
KM71H foram purificadas, exibindo massas moleculares aparentes de 35 e 45 kDa,
respectivamente, para r4oChi4849 e r4oChi5472. A identidade dessas proteinas foi confirmada
por espectrometria de massas, que produziu peptideos que cobriram 41,6% e 47,0% das suas
estruturas primarias. A caracteriza¢do in vitro mostrou que a r4oChi4849 e r4oChi5472
possuem atividade quitinolitica sobre quitina coloidal e insolivel, o que comprovou a
funcionalidade da Lys como aminoacido catalitico e, consequentemente, a funcionalidade das
quitinases. As condi¢des ideais para a atividade enzimatica foram estabelecidas em pH 5 e 6 e
temperatura de 30 e 40 °C para a r4oChi4849 e r4oChi572, respectivamente. Ambas
apresentam estabilidade em relacdo a variagdo de pH, podendo retomar a conformacao
funcional apds serem submetidas a valores de pH extremos e a temperatura de 60 °C. A
atividade das quitinases é inibida completamente na presenc¢a de ions Hg?*, de SDS, e de P-
mercaptoetanol, e gradativamente na presenca de EDTA, DTT e NaCl. Analises de dicroismo
circular indicam a 7m de 77,3 °C para a r40oChi4849 e de 58,01 °C para a r40Chi5472. O perfil
catalitico sobre a quitina coloidal revelou a presenga de GlcNAc, (GlcNAc)2, (GIcNAc); e
(GIcNAc)4, 0 que indica acdo endo e exoquitindsica. O Vmax determinado para a r4oChi4849
foi de 64,7 nmol.min.mg™! e para a r40Chi5472 foi de 3,2 nmol.min.mg™!, sendo a eficiéncia
catalitica da r4oChi4849 (4,7 nmol.mim.mg™) 7 vezes maior que a eficiéncia catalitica da

rAoChi5472 (0,67 nmol.mim.mg™!). Atividade antifungica sobre fungos fitopatogénicos e cepas



de Candida foi apresentada pelas duas quitinases, mas nenhuma apresentou atividade
antibacteriana. Analise de MEV evidenciou os danos causados pela r40Chi5472 ao micélio de
um isolado de Lasiodiplodia sp., semelhante a acao do antifingico comercial carbendazim. Este
trabalho evidenciou um novo modo de acao das quitinases, onde um residuo de Lys atua como
doador de protons na catalise, e mostrou que as quitinases r4oChi4849 e r4oChi5472

constituem proteinas de interesse para o desenvolvimento de novos antifingicos.

Palavras-chave: quitinases; Anacardium occidentale; atividade antifingica.



ABSTRACT

Chitinases are enzymes capable of hydrolyzing the B-(1,4) covalent bonds between the N-
acetyl-B-D-glucosamine (GIcNAc) residues that make up chitin. The polysaccharide chitin,
being a structural component of the fungal cell wall, led to an interest in enzymes that degrade
chitin, in order to develop antifungal products. Two chitinases of the GH19 family were
identified in the CCP 76 dwarf cashew seed transcriptome, 40Chi4849 and 40Chi5472. An
initial analysis of these chitinases revealed that a glutamate (Glu) residue, essential for
enzymatic catalysis, was replaced by a lysine (Lys) residue in AoChi5472. Thus, the objective
of this work was to verify the functionality of these chitinases with respect to the ability to
degrade chitin and inhibit fungal pathogens and bacteria. In silico analyzes showed that
AoChi4849 belongs to class IV of chitinases GH19 and 40oChi5472 to class VI. Notably, all
class VI representatives also have the Glu—Lys mutation at the catalytic site. Molecular
docking analysis performed with the catalytic domain of 40Chi5472 and (GlcNac)4 indicated
the presence of favorable connections for the catalysis between the Lys residue and the substrate.
The recombinant chitinases produced in Pichia pastoris KM71H were purified with an apparent
molecular weight of 35 and 45 kDa, respectively, for r4oChi4849 and r40Chi5472, which were
identified by mass spectrometry with 41.6% and 47.0% coverage. The in vitro characterization
showed that r40Chi4849 and r40Chi5472 shows chitinolytic activity on colloidal and insoluble
chitin, which proved the functionality of Lys as a catalytic amino acid and, consequently, the
functionality of chitinases. The ideal conditions for enzymatic activity were established at pH
5 and 6 and temperature of 30 and 40 °C for r40Chi4849 and r40Chi572, respectively. Both
have stability in relation to the pH variation, being able to resume functional conformation after
being subjected to extremes pH and a temperature of 60 °C. Chitinase activity is completely
inhibited in the presence of Hg?' ions, SDS, and B-mercaptoethanol and gradually in the
presence of EDTA, DTT and NaCl. CD analyzes indicate a Tm of 77.3 °C for rAoChi4849 and
58.01°C for rAoChi5472. The catalytic profile on colloidal chitin revealed the presence of
GlcNAc, (GleNAc), (GleNAc)s and (GlcNAc)4 which indicates endo and exochitinase action.
The Vmax presented by r4oChi4849 was 64.7 nmol.min.mg"' and by r4oChi5472 of 3.2
nmol.min.mg"!, with the catalytic efficiency of r40Chi4849 (4.7 nmol.mL.mg™") 7 times greater
than the efficiency catalytic analysis of r40Chi5472 (0.67 nmol.mim.mg™!). Antifungal activity
on phytopathogenic fungi and Candida strains was shown by the two chitinases, but none
showed antibacterial activity. SEM analysis of the antifungal action of r40Chi5472 on an isolate

of Lasiodiplodia sp. showed the damage caused to the fungal mycelium by the protein, similar



to the action of the commercial antifungal carbendazim. This work highlights a new mode of
action of chitinases, in which a Lys residue acts as the proton donor in catalysis, and showed
that the chitinases r40Chi4849 and r4oChi5472 constitute proteins of interest for the

development of new antifungal agents.

Keywords: chitinases; Anacardium occidentale; antifungal activity.
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1 INTRODUCAO

A quitina ¢ um homopolimero linear e insolivel em meio aquoso, formado por
unidades de N-acetil-B-D-glucosamina (GlcNAc) unidas por ligagdes O-glicosidicas do tipo -
(1,4) (CHEN; SHEN; LIU, 2010; CRINI, 2019). Este polimero ¢ um componente estrutural de
muitos organismos, representando um importante elemento da parede celular de fungos (GOW;
LATGE; MUNRO, 2017). A quitina ocorre em trés diferentes formas cristalinas, a a- quitina, a
B-quitina e a y-quitina, que diferem quanto a orientacdo € o empacotamento das cadeias
moleculares (CAMPANA-FILHO et al., 2007; KAYA et al., 2017).

A degradagdo enzimatica da quitina ¢ realizada por enzimas quitinoliticas, dentre
elas, as quitinases (EC 3.2.1.14), que clivam as ligagdes covalentes -(1,4) entre os residuos de
N-acetil-B-D-glucosamina das cadeias que constituem a quitina. Essas enzimas estdo presentes
em organismos dos trés dominios Bacteria, Archaea e Eukarya e pertencem as familias GH18
e GH19 das glicosideo hidrolases (GHs), as quais diferem na sequéncia de aminoacidos, na
estrutura tridimensional e no mecanismo enzimatico, o que sugere terem evoluido de ancestrais
diferentes (RATHORE; GUPTA, 2015).

As quitinases GH18 apresentam estrutura tridimensional do tipo (B/a)s com oito
hélices-alfa e oito folhas-beta (TERWISSCHA VAN SCHELTINGA et al., 1994) e sao
representadas por quitinases de Archaea (NISHITANI et al., 2018), virus (HIRAMATSU et al.,
2000), bactérias, fungos, animais e de certas plantas (ADRANGI; FARAMARZI, 2013). Ja as
quitinases GH19 apresenta um elevado conteudo de a-hélice (HOLM; SANDER, 1994) e
compreendem quitinases de plantas, nematoides e de bactérias dos géneros Streptomyces e
Vibrio (UDAYA PRAKASH et al., 2010; GENG et al., 2002; KUMAR et al., 2019; HONDA;
TANIGUCHI; KITAOKA, 2008).

O mecanismo de ac¢do das quitinases ocorre via catalise acida onde um residuo do
aminoacido glutamato (GIlu/E) atua como doador de prétons e € essencial a catalise (DAVIES;
HENRISSAT, 1995; FUKAMIZO, 2000). Nas plantas, as quitinases apresentam grande
diversidade genética e funcional, participando, sobretudo dos mecanismos de defesa contra
ataques fungicos (GAO; ZHAO, 2017). Quitinases de plantas estdo classificadas em 7 classes
diferentes (Classes I — V1), sendo as classes Il e V pertencente a familia GH18 e as classes I,
IL, TV, VI e VII pertencente a familia GH19. Estruturalmente, o dominio catalitico das quitinases
GHI19 apresenta dois residuos de Glu conservados, onde um residuo age como acido, doando
um proéton na reagdo, € 0 outro age como base, ativando uma molécula de dgua para o ataque

nucleofilico (SINGH; ISAAC KIRUBAKARAN; SAKTHIVEL, 2007).



23

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) ¢ uma espécie nativa da América tropical,
encontrada em quase todas as regides tropicais do mundo. O Brasil ¢ considerado o provavel
centro de origem desta espécie, que esta presente em praticamente todos os estados brasileiros,
porém melhor adaptada as condigdes climaticas do litoral nordestino (BARROS et al., 1993;
ARAUIJO, 2015). O cajueiro apresenta varias aplicabilidade, incluindo o uso como alimento
(PAIVA; GARRUTTTI; SILVA NETO, 2000), insumo para produ¢do de etanol (ROCHA et al.,
2011) e uso como planta medicinal (SALEHI et al., 2019).

Proteinas importantes do metabolismo de A. occidentale t€m sido identificadas e
depositadas no banco de dados UniProt (www.uniprot.org), e atualmente somam 111. A
ocorréncia de quitinases no cajueiro foi reportada inicialmente por Marques ¢ Xavier-Filho
(1991) na goma exsudada da arvore, os quais relacionaram a presenca dessas proteinas com os
mecanismos de defesa da planta contra agentes fitopatogénicos. Alves Filho (2013) identificou
10 sequéncias referentes a quitinases GH19 no transcriptoma de sementes do cajueiro ando-
precoce CCP 76 e Aragdo (2015) mostrou que 2 dessas quitinases, locus 4849 e 5472,
apresentam maior identidade com sequéncias de quitinases depositadas no Genbank do NCBI.
Para melhor identificacdo, as duas quitinases foram nomeadas 40Chi4849 e 40Chi5472.

Uma andlise inicial das sequencias de aminoacidos dessas quitinases constatou que
na AoChi5472 o residuo do aminoacido acido Glu, essencial a catélise, foi substituido pelo
residuo de aminoacido bésico Lys, em situagdo semelhante ao que ocorre nas quitinases de
classe VI, caracterizadas como proteinas semelhantes a quitinase (PLCs), ao que tudo indica,
sem atividade quitinolitica (ZHONG et al., 2002; HOSSAIN et al., 2010; ZHANG et al., 2004).
Dessa forma, ao contrario das quitinases que atuam na defesa contra patdogenos, essas proteinas
desempenham fungdes no crescimento e desenvolvimento da planta (KESARI et al., 2015).

As quitinases, em virtude da capacidade de degradarem a quitina da parede celular
de fungos, apresentam grande potencial de aplicagdo como agente antifingico (KIM; JE, 2010;
BANANI et al., 2015). Dessa forma, muitas quitinases vegetais tém sido obtidas por expressao
heterdloga e geralmente apresentam amplo espectro de agdo antifungica (SINGH; ISAAC
KIRUBAKARAN; SAKTHIVEL, 2007; YAN et al., 2008; AKOND et al., 2014). Além disso,
algumas quitinases possuem atividade lisozima, degradando o componente peptidoglicano da
parede celular de bactérias (GHASEMI et al., 2011). Isso justifica a realizacdo deste trabalho
que tem como objetivo principal determinar as caracteristicas bioquimicas e estruturais das
quitinases recombinantes do cajueiro r40Chi4849 e r4oChi5472 e verificar a funcionalidades

dessas enzimas na degradacdo da quitina e no controle in vitro de fungos e bactérias.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.2 Quitina e enzimas quitinoliticas

A quitina ¢ um homopolimero linear e insolivel em solug¢do aquosa, formado por
unidades de N-acetil-B-D-glucosamina (GlcNAc) unidas por ligagdes O-glicosidicas do tipo -
(1,4) (Figura 1), sendo o polissacarideo mais abundante na natureza, depois da celulose (CHEN;

SHEN; LIU, 2010; CRINI, 2019).

Figura 1 - Estrutura primaria da quitina.

CHs
OH 0=
. NH
o) O HO -
HO 0 &
NH
o:< OH
i CHs In

Fonte: Khan et al. (2017). Dissacarideo que representa a
unidade bésica da quitina, onde n € o grau de
polimerizagao.

Esse polimero ¢ um importante componente estrutural da parede celular de muitos
fungos (GOW; LATGE; MUNRO, 2017) e de algumas algas (DURKIN; MOCK; ARMBRUST,
2009), do exoesqueleto de insetos e crustaceos (CHANDRAN et al., 2016), da concha de
moluscos (JUNG et al., 2018), de ovos de nematoides (QUILES; BALANDIER; CAPIZZI-
BANAS, 2006) e da matriz peritrofica que reveste o intestino médio da maioria dos
invertebrados (HEGEDUS et al., 2009). A quitina ndo esta presente em plantas e vertebrados
superiores, onde a celulose e o acido hialurénico, respectivamente, exercem a mesma funcao
estrutural da quitina (FUNKHOUSER; ARONSON, 2007). Entretanto, alguns estudos
confirmam a presenca de quitina em certos peixes e anfibios (TANG et al., 2015).

Andlises de difracdo de raios-x sugerem que a quitina ocorre em trés diferentes
formas cristalinas denominadas a-, -, € y-quitina, que diferem com relagdo a configuragdo das
cadeias paralelas e antiparalelas do polimero. A a-quitina, estrutura alomorfica mais comum,
apresenta mondmeros de quitina arranjados de forma antiparalela (1]) e € encontrada em
estruturas rigidas e resistentes, como a cuticula de artropodes. A B-quitina apresenta cadeias

arranjadas de forma paralelas (11) e a y-quitina apresenta duas cadeias em paralelo seguidas de
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uma terceira cadeia antiparalela (11]). A B-quitina e y-quitina ocorrem em estruturas flexiveis,
embora também resistentes, sendo a conformagao y menos estudada (CAMPANA-FILHO et al.,
2007; USMAN et al., 2016; KAYA et al., 2017; KHAN et al., 2017).

A quitina € um polissacarideo biocompativel, biodegradavel, bioabsorvivel e com
baixa imunogenicidade. Por esses motivos, o polimero quitina e seus derivados, sobretudo a
quitosana e quito-oligossacarideos, vém sendo estudados do ponto de vista de suas aplicagdes
biomédicas como carreadores de drogas, na terapia genica, no controle de colesterol no sangue,
como agentes antioxidantes, antimicrobianos, antitumorais ¢ anticoagulantes (KHOUSHARB;
YAMABHALI 2010; YOUNES; RINAUDO, 2015; KHAN et al., 2017), na cicatrizagao de
feridas (AZUMA et al., 2015; JUNG et al., 2018), na regeneragao de tecidos (TAO et al., 2020),
como imunoadjuvantes (MUZZARELLI, 2010), além de apresentarem potenciais aplicagdes
farmacéuticas como excipientes (BADWAN et al., 2015). Nas plantas a quitina atua como
elicitor na resposta imune contra fitopatdgenos, constituindo uma ferramenta para o controle de
pragas com aplicagdes na agricultura (EGUSA et al., 2015). Além disso, a quitina e seus
derivados apresentam aplicagcdes em outras areas, tais como tecnologia de alimentos, ciéncia de
materiais, bionanotecnologia, na industria de cosméticos, no tratamento de aguas residuais,
dentre outras (KHOUSHAB; YAMABHALI 2010; KHAN et al., 2017).

A degradacdo enzimdtica da quitina € realizada por enzimas quitinoliticas que
hidrolisam este polissacarideo em quito-oligossacarideos ou unidades de GIcNAc. Dentre essas
enzimas estdo as quitina desacetilases (EC 3.5.1.41) que realizam a desacetilagdo da quitina
produzindo a quitosana, as quitinases (EC 3.2.1.14) e quitosanases (EC 3.2.1.132) envolvidas
na hidrdlise da quitina e quitosana, respectivamente, as quito-oligossacarideo desacetilases (EC
3.5.1.105) que modificam quito-oligossacarideos e as monooxigenases liticas de polissacarideo
(LPMOs) (EC 1.14.99.53-56) envolvidas na degradacdo de quitina altamente cristalizada
(KACZMAREK et al., 2019). Diversos organismos produzem uma variedade dessas enzimas,
cuja fungdo fisiologica envolve nutrigdo, parasitismo, reciclagem da quitina, morfogénese e
defesa (CHAVAN; DESHPANDE, 2013; RATHORE; GUPTA, 2015).

As bactérias sdo potenciais fontes de enzimas quitinoliticas. As actinobactérias, por
exemplo, estdo entre os melhores organismos decompositores de quitina e podem utilizar esse
polissacarideo e seus derivados como fontes de carbono e nitrogénio (LACOMBE-HARVEY;
BRZEZINSKI; BEAULIEU, 2018). Diversas cepas de Bacillus tém sido caracterizadas como
bactérias quitinoliticas com importante aplicabilidade como biopesticidas enzimaticos contra
fungos fitopatogénicos (SLIMENE et al., 2015; AGARWAL et al., 2017). Em fungos, as

enzimas quitinoliticas atuam no processo de remodelacao da parede celular e na adaptagdo aos
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mecanismos de defesa do hospedeiro, em espécies parasitas (KAPPEL et al., 2020). Durante o
desenvolvimento e metamorfose de insetos, a rotatividade do conteudo de quitina da cuticula
ocorre em funcao da atividade das quitinas sintases ¢ das enzimas quitinoliticas que degradam
a quitina (ZHU et al., 2016). Em plantas, as enzimas quitinoliticas estdo envolvidas na resposta
ao estresse bidtico e abiodtico, no processo de associagdes simbidticas com fungos e bactérias,
bem como no crescimento e desenvolvimento de diversos tecidos vegetais (GROVER, 2012).

As enzimas quitinoliticas tém atraido a aten¢ao do ponto de vista biotecnoldgico
como ferramenta alternativa na conversao enzimatica da quitina nativa em produtos quimicos
de interesse comercial, substituindo os métodos quimicos convencionais que geram residuos
quimicos agressivos ao meio ambiente (LV et al., 2016; LIN et al., 2019; ARNOLD et al., 2020).
Outra perspectiva, ¢ a utilizagdo dessas enzimas para o biocontrole de fungos e insetos
patdgenos de plantas, uma vez que a quitina € o componente essencial da parede celular destes
patogenos (MARTINEZ et al., 2012; SLIMENE et al., 2015). As quitinases, em particular, vém
sendo amplamente estudadas neste contexto, na perspectiva de obtencdo de produtos
alternativos para o controle de organismos patogénicos, incluindo fungos filamentosos
(BANANI et al., 2015; SOUSA et al., 2019), leveduras (ALLONSIUS et al., 2019), insetos
(SUGANTHI et al., 2017) e bactérias (GHASEMI et al., 2011).

2.3 Quitinases

Quitinases sao glicosideo hidrolases (GHs) capazes de clivar as ligacdes covalentes
B-(1,4) entre os residuos de N-acetil-B-D-glucosamina presentes nas cadeias que constituem a
quitina (RATHORE; GUPTA, 2015). Essas enzimas estdo presentes em muitos organismos,
como virus (SUN et al., 1999), bactérias (JANKIEWICZ et al., 2019), fungos (ANWAR et al.,
2019), protozoarios (TAKEOA et al., 2009), insetos (LIU et al., 2017), algas (SHIROTA et al.,
2008), plantas (HALIMA, 2019) e mamiferos (KIM et al., 2019). Participam de diversos
eventos metabodlicos como a digestdo de nutrientes por bactérias (HAYES; DALIA; DALIA,
2017), peixes (IKEDA; KAKIZAKI; MATSUMIYA, 2017) e plantas carnivoras (RENNER;
SPECHT, 2014), estdo envolvidas no mecanismo de defesa de plantas (GAO; ZHAO, 2017),
na resposta inflamatoria e imunes de espécies de mamiferos (KIM et al., 2019; KOMI,
SHARMA, CRUZ, 2018) e no processo de morfogénese de insetos (ZHU et al., 2016).

Glicosideo hidrolases (EC 3.2.1.-) sdo um grupo de enzimas envolvidas no
metabolismo dos carboidratos, atuando na hidrélise das ligagdes glicosidicas.

A nomenclatura dessas enzimas tem sido realizada pela International Union of Biochemistry
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and Molecular Biology (IUBMB) considerando o tipo de reacao que catalisam, a especificidade
do substrato e seu mecanismo molecular. As GHs foram agrupadas em familias por Henrissat
et al. (1991, 1993, 1996) com base na semelhanca entre as sequéncias de aminoacidos
(HENRISSAT, 1991; HENRISSAT; BAIROCH, 1993; HENRISSAT; BAIROCH, 1996).

O mecanismo de a¢ao das GHs ocorre via catalise acida geral que requer dois
residuos criticos: um doador de protons e uma base. Essa hidrolise ocorre por meio de dois
mecanismos principais que dao origem a uma retengdo ou uma inversao da configuragao do
carbono anomérico do residuo de GIcNAc hidrolisado (DAVIES; HENRISSAT, 1995).
Quitinases s3o amplamente distribuidas nos dominios Archaea, Bacteria e Eukarya e
atualmente estdo agrupadas em 168 familias, como listadas no banco de dados CAZy
(Carbohydrate-active enzymes database; http://www.cazy.org).

As quitinases estdo agrupadas em duas familias das GHs: GH18 e GH19. Esses dois
grupos diferem na sequéncia de aminoacidos, na estrutura tridimensional ¢ no mecanismo
enzimatico, o que sugere terem evoluido de ancestrais diferentes (RATHORE; GUPTA, 2015).
A estrutura tridimensional das quitinases GH18 apresenta um dobramento do tipo (B/a)s ou
barril TIM (triose fosfato isomerase), com oito hélices-alfa e oito folhas-beta (TERWISSCHA
VAN SCHELTINGA et al., 1994). J4 a estrutura tridimensional das quitinases GH19 apresenta
um elevado contetido de a-hélice e assemelham-se a lisozima (HOLM; SANDER, 1994). As
quitinases da familia GH18 constituem um grupo diversificado em termos evolutivos,
representado por quitinases de Archaea (NISHITANI et al., 2018), virus (HIRAMATSU et al.,
2000), bactérias, fungos, animais e de certas plantas (ADRANGI; FARAMARZI, 2013).
Enquanto que as quitinases da familia GH19 compreendem quitinases de plantas, de nematoides
e quitinases de bactérias dos géneros Streptomyces e Vibrio (UDAYA PRAKASH et al., 2010;
GENG et al., 2002; KUMAR et al., 2019; HONDA; TANIGUCHI; KITAOKA, 2008).

Do ponto de vista estrutural, as quitinases GH18 e GH19 apresentam os seguintes
elementos: um peptideo sinal, no caso de proteinas secretoras, um dominio de ligagdo a quitina
(ChtBD) que auxilia a ligagdo da enzima ao substrato quitina e um dominio catalitico (CatD),
onde ocorre a hidrélise das ligagdes glicosidicas da quitina. O CatD possui um centro catalitico
definido pela sequéncia de aminoacidos padrao DxDXE nas quitinases GH18 e EXExS/T nas
quitinases GH19, onde um residuo de glutamato (Glu/E) atua como doador de protons e €
essencial a catdlise, uma vez que tem sido demonstrado que mutagdes nesse residuo levam a
perda da atividade catalitica (HUANG et al., 2012; VOLPICELLA et al., 2014; FUKAMIZO,
2000). Repetigdes de dominios cataliticos ou dominios de liga¢do a quitina sdo observadas em

quitinases da familia GH18, o que pode favorecer a capacidade catalitica e aumentar a eficiéncia
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de ligacdo a diferentes formas de quitina (HUANG et al., 2012). O dominio de ligagdo apresenta
residuos aromadticos altamente conservados e pode ocorrer de dois tipos: o tipo I contém oito
residuos de cisteina (Cys/C) conservados e o tipo I contém seis residuos de Cys conservados,
podendo se formarem quatro ou trés ligacdes dissulfeto que sdo necessarias para orientar os
residuos aromaticos conservados envolvidos na ligagdo com a quitina (HUANG et al., 2012;
LOBO et al., 2013; LANDIM et al., 2017; PRICE et al., 2015). A auséncia do dominio de
ligacdo a quitina ndo afeta a capacidade das quitinases para degradarem substratos soluveis,
mas pode suprimir sua capacidade de hidrolisar quitina insoluvel (TAKASHIMA et al., 2018).
A regido denominada de ligante ¢ rica em serina (Ser/S) e treonina (Thr/T) e, quando presente,
normalmente se encontra ao lado do peptideo sinal, do dominio catalitico ou do dominio de
ligagdo, mas ja foi encontrada na regido C-terminal (HUANG et al., 2012).

As quitinases GHI18 e GHI19 diferem com relagdo ao mecanismo catalitico. A
hidrolise realizada pelas quitinases GH18 ocorre por deslocamento duplo ou retengdo, onde o
oxigénio da ligacao glicosidica B-(1,4) a ser quebrada é protonado pelo grupo carboxilato do
residuo de Glu, formando um ion oxocarbénio intermedidrio que ¢ estabilizado pelo grupo
carboxilato do residuo de Aspartato (Asp/D) por meio de interagdes covalentes ou eletrostaticas
(Figura 2A). Em seguida, o ataque nucleofilico realizado pela agua produz os produtos da
hidrdlise, que retém a configuragdo anomérica inicial (Figura 2A). Ja o mecanismo de hidrolise
das quitinases GH19 ocorre por deslocamento tnico ou inversao, onde o grupo carboxilato do
residuo de Glu doa um préton ao oxigénio da ligacdo glicosidica B-(1,4) a ser quebrada,
formando também um ion oxocarbénio intermediario (Figura 2B). Simultaneamente, o grupo
carboxilato do segundo residuo de Glu, com o auxilio da cadeia lateral polar de um residuo de
Ser ou Thr, ativa uma molécula de dgua que realiza o ataque nucleofilico do atomo C1 do ion
intermediario, finalizando a reag¢do. Neste caso, o produto apresenta inversao da configuragao
anomérica inicial (Figura 2B) (BRAMELD; GODDARD, 1998; FUKAMIZO, 2000).

A distancia entre os dois residuos carboxilatos cataliticos esta relacionada com o
mecanismo de acao das quitinases. Tanto no mecanismo de retencdo quanto no mecanismo de
inversdo, a posi¢ao do residuo carboxilato doador de prétons ¢ idéntica, ou seja, estdo a uma
mesma distancia do oxigénio glicosidico. No mecanismo de retengao, o residuo carboxilato que
atua como base catalitica estd proximo do carbono anomérico do residuo de GlcNAc e no
mecanismo de inversao este residuo se encontra mais distante, possibilitando a acomodagdo da
molécula de agua que fard o ataque nucleofilico (Figura 2). Essa diferenca resulta em uma
distincia média entre os dois residuos cataliticos de aproximadamente 5,5 A nas quitinases

GH18 e de aproximadamente 10 A nas quitinases GH19 (DAVIES; HENRISSAT, 1995).
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Figura 2 - Representacdo do mecanismo catalitico das quitinases GH18 e GHI19.

(A) Mecanismo de hidrodlise por deslocamento duplo
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Fonte: adaptada de Brameld ¢ Goddard (1998). Mecanismo de agdo das quitinases GH18 (A), mostrando o
mecanismo de hidrdlise por deslocamento duplo com a formagdo do ion oxocarbénico, que ¢ estabilizado e em
seguida hidrolisado formando um produto com retencdo da configuracdo anomérica. Mecanismo de acdo das
quitinases GH19 (B), mostrando o mecanismo de hidrélise por deslocamento unico com a formagdo do ion
oxocarbénico, que pode ser hidrolisado gerando um produto com inversdo da configuragdo anomérica.

Em relagdo ao mecanismo de acdo, as quitinases podem ser classificadas em duas
categorias principais: endoquitinases (EC 3.2.1.14) que clivam em locais internos da cadeia de
quitina, gerando multimeros de GIcNAc com baixo peso molecular, e exoquitinases que atuam
a partir das extremidades da cadeia de quitina. As exoquitinases estao divididas em duas sub-
categorias: as quitobiosidases (EC 3.2.1.29), que catalisam a liberagdo de diacetilquitobiose,
comecando pela por¢do final ndo redutora da cadeia de quitina, e as [-1,4-N-acetil
glucosaminidases (EC 3.2.1.30), que clivam os produtos oligoméricos de endoquitinases e
quitobiosidases em mondmeros de GIcNAc (RATHORE; GUPTA, 2015).

Um outro tipo de variagdo no mecanismo de a¢do dessas enzimas ¢ encontrado em
quitinases de ampla especificidade, uma espécie de novas quitinases que possuem dois ou mais
catalisadores diferentes, ou seja, apresentam atividade exo e endoquitinasica. Esse evento ¢
bastante relatado para fungos e bactérias (ZHOU et al., 2019). Em plantas, a ocorréncia de
atividade endoquitindsica e exoquitindsico em um mesmo organismo representa um recurso
importante para os mecanismos de defesa. Nesse contexto, os dois mecanismos hidroliticos
incorporados em conjunto, ¢ importante para uma linha de defesa vegetal eficaz (SYTWALA;

GUNTHER; MELZIG, 2015).
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2.4 Quitinases de plantas

Nas plantas, as quitinases apresentam uma grande diversidade genética e funcional.
Essas enzimas sdo expressas em diferentes tecidos e orgdos vegetais e atuam ndo s6 em
processos relacionados a defesa, mas também no desenvolvimento e crescimento da planta. Na
germinagao, por exemplo, atuam na degradacgao de quitooligossacarideos das paredes celulares
do tegumento da semente, permitindo a emergéncia da radicula, e protegem os tecidos internos
expostos da semente contra o ataque microbiano. A expressdo de quitinases em plantas pode
ser induzida também por estresses ambientais, como estresse osmotico e salino, condigdes de
seca, por ferimento e toxicidade por metais pesados. Em certas plantas tolerantes ao
congelamento, as quitinases tém a¢do anticongelante inibindo a formagao de cristais de gelo no
apoplasto (GROVER, 2012).

Nos mecanismos de defesa vegetal ocorre a expressdo de genes especificos de
quitinases, que podem ser induzidos apds o ataque por um organismo patogénico. Diante de
uma infec¢do fingica, por exemplo, a acdo das quitinases vegetais ocorre pela lise das pontas
das hifas fungicas, que apresentam cadeias de quitina expostas e acessiveis a hidrolise. Dessa
forma, fragmentos de quitina das paredes das células fungicas sao liberados e podem atuar como
elicitores, induzindo a imunidade inata da planta contra o patdégeno. No caso de associagdes
simbioticas entre a planta e fungos simbioticos do solo para a formacdo de micorrizas, a
liberacdo de elicitores que induzem as reagdes de defesa da planta ocorre apenas durante os
estagios iniciais do desenvolvimento da simbiose, € quando essa associagdo ¢ estabelecida, as
quitinases clivam esses elicitores (GROVER, 2012). E sugerido que receptores localizados nas
membranas celulares vegetais estdo envolvidos na percepcdo de fragmentos de quitina que
desencadeiam a resposta imune da planta, e que o pré-tratamento com esses fragmentos
aumenta a resisténcia de plantas contra patogenos (GAO; ZHAO, 2017; EGUSA et al., 2015).

As quitinases de plantas estdo classificadas em sete classes diferentes (Classes I —
VI) com base nas semelhangas estruturais. Essas proteinas estdo envolvidas nos mecanismos
de resisténcia das plantas contra o ataque de patdgenos, e em razdo disso foram classificadas
como proteinas relacionadas a patogénese (proteina PR), um grupo de proteinas que consiste
em 17 familias, sendo as quitinases pertencentes as familias PR-3, PR-4, PR-8 e PR-11
(ADRANGI; FARAMARZI, 2013; VAN LOON; REP; PIETERSE, 2006).

As quitinases das classes I, II, IV, VI e VII pertencem a familia GHI19.
Estruturalmente, essas proteinas apresentam alto conteudo de a-hélice e possuem dois residuos

de Glu conservados, essenciais para a catalise, onde um residuo age como acido geral, doando
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um préton na reagdo, € o outro age como base, ativando a molécula de dgua ao ataque
nucleofilico (SINGH; ISAAC KIRUBAKARAN; SAKTHIVEL, 2007).

Quitinases da classe I possuem um peptideo sinal, um dominio de ligacao a quitina
(ChtBD) N-terminal rico em Cys e um dominio catalitico (CatD) C-terminal altamente
conservado. H4 também a presenga de um peptideo de liga¢do rico em prolina (Pro/P) entre o
ChtBD e o CatD e uma extensdo C-terminal (C-terminal extension - CTE) (OHME-TAKAGI;
MEINS; SHINSHI, 1998; KASHYAP; DESWAL, 2017). As quitinases da classe II possuem
peptideo sinal ¢ um dominio catalitico que compartilha identidade de sequéncia com o CatD
dos membros da classe I, com dele¢do de cerca de 20 aminoacidos. Essa classe de quitinases
ndo apresenta dominio de liga¢do a quitina e nem a extensdao C-terminal da classe I (OHME-
TAKAGI; MEINS; SHINSHI, 1998). Quitinases da classe IV possuem um peptideo sinal, um
dominio de ligagdo (ChtBD) N-terminal rico em Cys e um dominio catalitico C-terminal com
alta identidade a quitinases da classe I. Ha também a presenca de um peptideo de ligagao entre
o dominio de ligagdo e o dominio catalitico, mas ndo apresenta extensao C-terminal
(TAKASHIMA et al., 2018). Nas quitinases das classes I, I, e IV hd a presenca de até cinco
loops (1a V) de superficie no dominio catalitico. Nas quitinase da classe I'V, além de haver uma
deleg¢do no ChtBD, ha 3 delegdes no CatD correspondente aos loops 11, IV e V, o que torna essas
quitinases menores em relagdo as demais (VOLPICELLA et al., 2014).

Na literatura existem poucos exemplos de quitinases da classe V1. Essas proteinas
apresentam arranjo semelhante as proteinas de classe I, mas contém um dominio de ligagdo a
quitina com menos residuos de Cys, além de variagdes no dominio catalitico e na CTE (TYLER
et al., 2010). Proteinas representantes dessa classe apresentam o residuo Glu conservado que
atua como doador de protons durante a catélise, substituido por um residuo de lisina (Lys/K).
Devido a esta divergéncia da assinatura da familia GH19, essas proteinas foram classificadas
como proteinas semelhantes a quitinase (chitinase-like proteins - PLCs), ao que tudo indica,
sem atividade hidrolitica sobre a quitina. Como representantes dessa classe, estdo as proteinas
codificadas pelos genes AtCTL1 e AtCTL2 de Arabidopsis (Arabidopsis thaliana L.) e as
proteinas codificadas pelos genes GhCTL1 e GhCTL2 do algodao (Gossypium hirsutum L.)
(ZHONG et al., 2002; HOSSAIN et al., 2010; ZHANG et al., 2004). A substitui¢ao do residuo
de Glu pelo residuo de Lys no sitio catalitico dessas proteinas, torna-se um fator determinante
para a auséncia de atividade hidrolitica sobre a quitina e, ao contrario das quitinases que
participam de mecanismos de defesa contra patdgenos, essas proteinas desempenham papel
essencial para o crescimento e desenvolvimento normal da planta, atuando sobretudo na sintese

da parede celular e deposicao de lignina (KESARI et al., 2015).



32

As quitinases de classe VII estdo relacionadas a classe IV, exibindo as mesmas
dele¢des no CatD e a auséncia da CTE, mas ndo apresentam o dominio de ligacdo a quitina N-
terminal. A expressao heterdloga de uma quitinase do trigo (7riticum spp. L.) representante da
classe VII, demostrou que apesar da auséncia do dominio de ligagdo a quitina, a enzima possui
atividade antifingica de amplo espectro contra fungos fitopatogénicos (SINGH; ISAAC
KIRUBAKARAN; SAKTHIVEL, 2007).

As quitinases de plantas das classes Il e V pertencem a familia GHI8 e sdo
estruturalmente diferentes das demais quitinases vegetais. Proteinas da classe I1I sdo similares
as quitinases de bactéria e fungos, apresentam um peptideo sinal N-terminal, mas ndo contém
dominio de ligacdo a quitina. Além disso, essas proteinas possuem seis residuos de Cys
conservados, que presumivelmente formam trés ligagdes dissulfeto intramoleculares
(VOLPICELLA et al., 2014; SPANO et al., 2015; KUO et al., 2008). Essas quitinases estao
subdivididas em dois grupos: a classe Illa, que contém essas trés ligagcdes dissulfeto formadas,
e a classe IIIb, sem essas liga¢des dissulfeto (KITAOKU et al., 2015). Quitinases da classe V
possuem semelhanga estrutural (o/Bf)s com as quitinases da classe IIIl. Ambas possuem em
comum o motivo catalitico DxDxE (Aspartato x Aspartato x Glutamato) conservado, embora
suas sequéncias de aminoacidos nao tenham alta identidade. Assim como outras quitinases da
familia GH18 de bactérias, as quitinases de plantas da classe V apresentam uma regiao extra de
a/B, mas nao possuem dominio de ligacao a quitina na regido C-terminal, comum em quitinases
bacterianas (OHNUMA et al., 2011a; OHNUMA et al., 2011b; KITAOKU et al., 2015).

Dentre as varias possibilidades de utilizagdo das quitinases de plantas, tem se
estabelecido o desenvolvimento de plantas transgénicas com genes de quitinases de diferentes
classes. Um estudo realizado por Jabeen et al. (2015) retrata a obtencao de plantas transgénicas
do tomate (Solanum lycopersicum Mill. cv.) geneticamente modificadas com o gene RCG3 de
uma quitinase do arroz (Oryza sativa L.). Nesse estudo, todas as linhagens transgénicas R0 se
mostraram resistentes aos fungos patogénicos do tomate Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
(Fol) e Alternaria solani (Ellis & G. Martin) L. R. Jones & Grout, a0 mesmo tempo que essa
resisténcia foi repassada de forma estavel para as linhagens seguintes (JABEEN et al., 2015).

Isso reflete, portanto, a importancia de pesquisas cientificas destinadas a
caracterizacdo e aplicagdo de quitinases vegetais, sobretudo com a finalidade de estabelecer a
utilizacao dessas proteinas para o controle de patdogenos que ocasionam danos expressivos em

culturas de grande importancia econdmica.
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2.5 O cajueiro

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) ¢ uma planta nativa da América tropical,
encontrada em quase todas as regides tropicais do mundo. Pertence a familia Anacardiaceae e
ao género Anacardium, que compreende 21 espécies, dentre as quais apenas 4. occidentale €
cultivada comercialmente. O Brasil ¢ considerado o provavel centro de origem desta espécie,
que esta presente em praticamente todos os estados brasileiros, porém melhor adaptada as
condigoes climaticas do litoral nordestino (BARROS et al., 1993; ARAUJO, 2015).

O cajueiro ¢ uma planta perene, com ramificagdo baixa e porte variado, em funcao
do qual se distinguem os grupos ando-precoce (porte baixo) e comum (porte alto). O cajueiro-
comum ¢ originario do litoral nordestino, de onde foi dispersado via semente, e foi o primeiro
a ser explorado comercialmente. A parte aérea do cajueiro-comum apresenta entre 8 ¢ 15 m de
altura, porém pode atingir até 20 m, sendo, por isso, também chamado de gigante (SERRANO;
OLIVEIRA, 2013). J4 o cajueiro ando-precoce ¢ originario da Amazonia e seu cultivo ocorreu
a partir de sele¢des fenotipicas e obten¢do de clones nos trabalhos de melhoramento genético
iniciados na década de 1960, sendo disponibilizado aos produtores na década de 1980. Este,
raramente ultrapassa 5 m de altura, porém apresenta grande precocidade etaria, florescendo
entre 6 ¢ 18 meses, contra 2 a 5 anos do cajueiro comum (CAVALCANTI; VIDAL-NETO;
BARROS, 2013; CRISOSTOMO et al., 2009). Existem 14 clones do cajueiro registrados no
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (Mapa) autorizados para comercializacao,
sendo o clone CCP 76, obtido a partir do cajueiro ando-precoce, um dos clones mais difundidos
e cultivados em vérias regides do Brasil, por apresentar elevada produtividade de castanha
(ARAUIJO, 2015; CRISOSTOMO et al., 1999).

O caju, popularmente conhecido como fruto, ¢ constituido pelo pedinculo
(pseudofruto) e a castanha (fruto verdadeiro) contendo uma améndoa. Na industrializagcdo do
caju, a améndoa ¢ o principal produto visado para comercializacdo, no entanto, a casca da
castanha também ¢ aproveitada para a obtencdo do liquido da casca da castanha - LCC, utilizado
como matéria-prima bdsica para a fabrica¢do de vernizes, tintas, plasticos, lubrificantes e
inseticidas. O tanino, que ¢ obtido da pelicula da améndoa, também ¢ utilizado na industria
quimica para diversas aplicagdes. O pedunculo, além de ser consumido in natura como fruta
fresca, ¢ também utilizado para a produgdo de diversos produtos alimenticios, tais como doces,
bebidas e geleias (PAIVA; GARRUTTI; SILVA NETO, 2000). Outra possibilidade que se
apresenta promissora, ¢ a utilizacdo do bagaco do pedunculo como fonte de aglcares para a

producao de etanol (ROCHA et al., 2011).
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Os paises que concentram a produgdo mundial do caju sdo o Vietnd, a India, alguns
paises africanos e o Brasil, que em 2018 ocupava a 9* posi¢do dentre os paises produtores
mundiais de castanha. Sobretudo no nordeste do Brasil, a agroindustria do caju ocupa lugar de
destaque, com grande geragao de emprego e renda. Atualmente o estado do Ceara concentra a
maior parte da produgdo de caju (63,4%), seguido do Piaui (16,6%) e do Rio Grande do Norte
(12,0)%, os quais direcionam seus produtos para o mercado local e internacional, concentrando-
se principalmente na exportacdo da améndoa, restando 8,0% da produgdo que fica distribuida
entre os demais estados nordestinos (BRAINER; VIDAL, 2020).

Além de possuir um importante valor alimenticio, na cultura popular o cajueiro ¢é
utilizado como planta medicinal, onde tradicionalmente se utiliza o ché da folha e da casca para
o tratamento de varias doencas. Na literatura hé bastante relatos sobre a atividade bioldgica de
diferentes partes da planta do cajueiro. Um amplo espectro de atividade bioldgica tem sido
relatado para o extrato da casca da arvore, que apresenta agdo antimicrobiana sobre uma
variedades de isolados bacterianos (AKINPELU, 2001), possui propriedades anti-inflamatdrias
(OLAJIDE et al., 2004; OLAJIDE; ADEROGBA; FIEBICH, 2013), efeito hipotensivo e
cardioinibitorio (TCHIKAYA et al., 2011), atua no controle de hiperglicemia (SINGH, 2010) e
apresenta acao anti-helmintico (MATHEW; CHAUHAN; SHAH, 1998). Extratos obtidos de
folhas também apresentam propriedades antibacterianas (SANTOS; AMARAL; SILVA, 2018),
efeito antioxidante e anti-inflamatério (BAPTISTA et al.,, 2020; SOUZA et al., 2017;
DUANGJAN et al., 2019; PAWAR et al., 2000), efeito antiartritico (NAZ et al., 2020) e atuagao
no controle de hiperglicemia (KAMTCHOUING et al., 1998). Além disso, foi demonstrado que
o extrato hidroetandlico de folhas do cajueiro possui agdo anticancer, induzindo apoptose em
células de leucemia linfoblastica aguda (SANTOS et al., 2018).

Outras partes da planta do cajueiro também apresentam importantes atividades
biologicas. A améndoa do caju, através da administragdo oral em camundongos apresenta efeito
antioxidante e anti-inflamatério em colite induzida (SIRACUSA et al., 2020). O suco do caju,
também por administragdo oral em camundongos, possui efeito anti-inflamatorio e cicatrizante
(VASCONCELOS et al., 2015). O LCC e a goma do cajueiro também apresentam atividades
interessantes. Estudos relatam o potencial do LCC como inseticida contra a Musca domestica
L. e 0 Aedes (Stegomyia) aegypti L., dentre outros insetos (FARIAS et al., 2009; CARVALHO
etal., 2019a; CARVALHO et al., 2019b; MUKHOPADHYAY et al., 2010; TORRES; GARBO;
WALDE, 2015). J4 a goma do cajueiro possui acdo anticancer, inibindo a proliferacdo in vitro
de células tumorais (RIBEIRO et al., 2020; BARROS et al., 2020), além de propriedades anti-
inflamatorias (YAMASSAKI et al., 2015) e antidiarreica (ARAUJO et al., 2015).
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A. occidentale contém uma série de metabdlitos secundarios polifendlicos ja
conhecidos, dentre os quais esta o agatisflavona, com efeito antiviral contra o virus da influenza
(FREITAS et al., 2019) e propriedades neuroprotetoras (VELAGAPUDI et al., 2018). Além
disso, compostos naturais isolados da castanha sdo ativos contra o protozoario Trypanosoma
cruzi Chagas, agente da doenca de chagas (BASTOS et al., 2019) e atuam como ansioliticos,
diminuindo ansiedade e estresse oxidativo em camundongos (GOMES JUNIOR et al., 2018).

Proteinas importantes do metabolismo de A. occidentale também tém sido
identificadas e depositadas no banco de dados UniProt (www.uniprot.org), € atualmente somam
111 proteinas. Alguns estudos voltados para a identificagdo de compostos alergénicos da
améndoa descrevem trés principais proteinas alergénicas: a vicilina 7S Ana o 1 de 50 kDa, a
globulina 11S Ana o 2 de 33 kDa e a albumina 2S Ana o 3 de 12,6 kDa, purificadas e
caracterizadas por Reitsma et al. (2016) e Reitsma et al. (2018). Estudos que investigam a
composi¢ao quimica de espécies de plantas do género Anacardium tém registrado a composi¢ao
nutricional, proteica e presenca de fitoquimicos em A. occidentale (RICO; BULLO; SALAS-
SALVADO, 2016; SALEHI et al., 2019). No entanto, apesar do Brasil ser considerado o berco
do cajueiro e esta espécie representar uma cultura de grande importancia econdmica e social
para o pais, suas caracteristicas bioquimicas e moleculares t€ém sido pouco investigadas.

Pesquisas voltadas para o melhoramento genético do cajueiro foram iniciadas no
Brasil a partir da expansdao do mercado de subprodutos do pedinculo ocorrida na década de
1960. Esse direcionamento proporcionou ao segmento produtivo aumentar a produtividade dos
seus plantios e incrementar o segmento industrial. O melhoramento genético do cajueiro
comecgou a ser realizado em 1965 através da selecao fenotipica direcionada para o cajueiro-
ando-precoce, 0 que permitiu o langamento comercial de alguns clones do tipo ando-precoce.
Inicialmente, a selecdo desse cultivar foi favorecida pela facilidade a colheita manual do caju,
em virtude do seu porte baixo. No entanto, para atender as demandas atuais da cajucultura,
alguns caracteristica sdo consideradas essenciais, tais como a resisténcia a fatores biodticos e
abidticos e ameéndoas e pedinculo com caracteristicas adequadas a comercializagdo
(CAVALCANTTI; VIDAL-NETO; BARROS, 2013; VIDAL-NETO et al., 2013)

Com relagdo a resisténcia genética do cajueiro a fatores bidticos, a realizacdo de
estudos voltados para a seleg@o de clones resistentes a pragas e doengas fingicas tem sido cada
vez mais necessaria (CAVALCANTI et al., 2000; LIMA et al., 2013a), uma vez que esta cultura
se apresenta vulneravel a uma grande quantidade de patdégenos, os quais tem sido responsaveis
por considerdveis prejuizos aos produtores (SERRANO et al., 2013; MESQUITA; PINI;
SOBRINHO, 2016; MARTINS; CARDOSO; VIANA, 2016).
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2.6 Principais doenc¢as que acometem o cajueiro

No Brasil, a expansao do cultivo de 4. occidentale proporcionou o surgimento de
diversas pragas e doencas ocasionadas por patdgenos que atacam diferentes partes da planta em
diferentes fases do desenvolvimento. Dentre esses patdogenos estdo um nimero significativo de
artrépodes, que ocasionam importantes danos economicos a produgdo do caju (MESQUITA et
al., 2006; MESQUITA; PINI; SOBRINHO, 2016), uma variedade de espécies de fungos e até
mesmo espécies de bactérias (EMPARN, 2004; MARTINS; CARDOSO; VIANA, 2016).

Algumas espécies de fungos fitopatogénicas sdo conhecidas por causarem
importantes danos a cultura do cajueiro. O fitopatogenos Oidium anacardii Noack, por exemplo,
ataca folhas e ramos novos, inflorescéncias, pedinculo e castanhas jovens, causando uma
doenga conhecida como oidio. O fungo forma uma cobertura branca constituida pelo micélio e
conidios sobre o limbo foliar, afetando o desenvolvimento da planta, e causa deformacgdes e
rachaduras no pedunculo e no fruto. J4 o fitopatdgenos Colletotrichum gloeosporioides
(Penz.) Penz. & Sacc causa a antracnose, uma das doencas mais prejudiciais a cultura do caju.
Esse fungo ataca as folhas ocasionando manchas irregulares de coloragdo parda que se tornam
avermelhadas a medida que as folhas envelhecem. Além disso provocam deformagdes no fruto
e no pedinculo e queda de frutos novos e de inflorescéncias (EMPARN, 2004; MARTINS;
CARDOSO; VIANA, 2016; MARTINS et al., 2020).

O mofo-preto e a mancha-angular, causadas pelos fungos Pilgeriella anacardii Arx
& Miiller e Septoria anacardii Freire, respectivamente, estdo entre as doencas mais importantes
da cultura do cajueiro no Brasil. Estes fungos atacam as folhas da planta ocasionando lesdes
que tendem a evoluir para a queda prematura de folhas, comprometendo a produgado final da
planta. Os sintomas do mofo-preto sdo caracterizados pelo crescimento do fungo na face
inferior de folhas maduras, causando lesdes pequenas arredondadas de coloracdo marrom-
escura, que evoluem para uma coloragdo verde palida e preta até cobrir completamente a folha.
A doenca ocorre a partir do inicio do periodo chuvoso e atinge o ponto mais elevado ao término
desse periodo, que coincide com o inicio do lancamento foliar do cajueiro, o que sugere a
importancia da umidade nesse processo. Ja os sintomas da mancha-angular podem ocorrer ao
longo de todo o ano, e ¢ caracterizado pela ocorréncia de lesdes pequenas marrons €
arredondadas em folhas jovens, que evoluem para manchas angulares em folhas maduras
(MARTINS; CARDOSO; VIANA, 2016).

O fungo Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon ¢ considerado o principal

patogeno do cajueiro no semiarido nordestino, responsavel pela ocorréncia da resinose e da
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podridao-preta-da-haste. Na resinose a planta apresenta podridao seca dos ramos, formagao de
cancros nos ramos lenhosos e no tronco, acompanhada de exsudacdo de goma e escurecimento
dos tecidos. Isso gera uma redugdo da taxa de fotossintese e bloqueio do movimento de seiva,
levando a murcha e queda de folhas e baixo rendimento de produgao pela planta. Na podridao-
preta-da-haste os sintomas caracterizam-se pelo escurecimento dos tecidos da haste terminal,
necrose dos tecidos apicais em estadio mais avangado e exsudacdo de goma em pontos
especificos. Esses sintomas podem progredir até a necrose total das areas afetadas, destruindo
parcialmente a copa da planta (EMPARN, 2004; MARTINS; CARDOSO; VIANA, 2016;
CARDOSO et al., 2009).

Além das doencas fungicas, uma doenga causada por bactérias do género
Xanthomonas, conhecida como Mancha-de-xanthomonas, foi recentemente detectada em
folhas e castanhas no cajueiro. Nas folhas surgem manchas marrom-escuras que se
desenvolvem da nervura central para as nervuras laterais, podendo se espalhar para toda a area
foliar, causando amarelecimento, necrose e queda da folha. Nos frutos ainda verdes, a doenca
causa manchas aquosas (semelhantes a uma mancha oleosa), que aumentam de tamanho e
escurecem com a evolucdo da doenca. Apds a maturacdo da castanha, as lesdes tornar-se
deprimidas, imida e de coloragdo cinza-claro. Essa doenca exige a presenga de d4gua abundante
para que ocorra a infec¢do, e por isso € favorecida em viveiro pelo excesso de irrigacdo. No
campo, o orvalho noturno pode contribuir para a infeccdo e, sob essas condi¢des climaticas
favordveis, essa doenga tem potencial de promover prejuizo total na produ¢do de améndoas em
clones susceptiveis (ARAUJO, 2015; MARTINS; CARDOSO; VIANA, 2016).

Com relacdo ao manejo no tratamento dessas doengas, o controle quimico tem sido
a técnica mais recomendada, através da pulverizacao de fungicidas (MARTINS; CARDOSO;
VIANA, 2016). No entanto, sabe-se que o uso de defensivos quimicos gera consequéncias
desastrosas ao ambiente, devido ao desequilibrio bioldgico que essas substancias causam
(LUSHCHAK et al., 2018). Uma alternativa para o controle de doengas no cajueiro tem sido a
sele¢do de clones tolerantes ou resistentes aos seus principais fitopatdgenos (CAVALCANTI et
al., 2000; LIMA et al., 2013a; SERRANO et al., 2013).

Contudo, a selecao de fendtipos resistentes a doencas e a incorporagdo de genotipos
de resisténcia ainda sdo pouco explorados no programa de melhoramento genético do cajueiro.
Outra possibilidade consisti no desenvolvimento de plantas transgénicas que superexpressem
genes de proteinas relacionadas a defesa vegetal, como as quitinases, ou até mesmo a obtengao

dessas enzimas de forma heter6loga para uso como defensivos contra esses patdogenos.
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2.7 Ocorréncia de quitinases no cajueiro

A ocorréncia de quitinases no cajueiro foi reportada primeiramente por Marques e
Xavier-Filho (1991) na goma exsudada da arvore. Neste estudo, os autores coletaram nodulos
de goma em arvores de 4. occidentale nativas e cultivadas de todo o estado do Ceard, nodulos
esses provenientes da exudagdo produzida a partir de lesdes fisicas ou ataques por insetos ou
microrganismos. As amostras de goma foram trituradas e analisadas com relagdo a composigao
glicidica e proteica, sendo constatada a presenca de quitinases, além de outras enzimas
relacionadas a defesa vegetal. De acordo com os autores, a composi¢do de gomas vegetais tem
sido estudada devido a sua associacdo com estados patologicos de arvores. Desta forma, embora
encontrada em pequena quantidade em quase todas as amostras de exsudato testadas, os autores
ressaltam que a presenca de quitinases nessas amostras pode estar diretamente relacionada com
os mecanismos de defesa de A. occidentale contra o ataque, especialmente, de agentes
fitopatogenos (MARQUES; XAVIER-FILHO, 1991).

Apesar de ser uma cultura de grande importancia para o Brasil, o potencial
biotecnoldgico do cajueiro ainda € pouco explorado, devido a auséncia, sobretudo, de dados
gendmicos. Nesta perspectiva, Alves Filho (2013) utilizando dados de sequenciamento de RNA
(RNA-seq), fez a montagem do primeiro esbogo do transcriptoma de folhas e sementes em
desenvolvimento do cajueiro ando-precoce CCP 76, nos quais foram identificados transcritos
que codificam enzimas relacionadas a defesa vegetal (resultados a serem publicados).

Com base nesses dados, um estudo pioneiro realizado por um grupo de pesquisa do
Nucleo de Biotecnologia de Sobral (NUBIS), reportou a identificagdo de 10 sequéncias
referentes a quitinases GH19 no transcriptoma de sementes em desenvolvimento do cajueiro
ando-precoce CCP 76 (ARAGAO, 2015).

Sendo assim, duas destas sequéncias foram selecionadas para a realizacdo deste
trabalho (APENDICE A). O critério de escolha dos contigs (locus 4849 e 5472) foi o maior
percentual de identidade com genes codificadores de quitinases depositados no Genbank do
NCBI (National Center for Biotechnology Information) e a presenca da regido de codificacao
(CDS - Coding Sequence) completa (APENDICE B). O primeiro contig selecionado, com 1071
nucleotideos, apresentou 88% de similaridade com uma quitinase de Mangifera indica L.
(ACD69683.1) e o segundo contig, com 1157 nucleotideos, apresentou 84% de similaridade
com uma quitinase-like de Citrus sinensis Macfad. (XP_006488866.1), ambos apresentando

regides conservadas que as caracterizam como quitinases GH19 pertencentes a superfamilia

lisozima-like (ARAGAO, 2015).
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Recentemente, essas duas sequéncias de nucleotideos foram depositadas no
GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) com o niimero de acesso MN623694 para
a sequéncia 1 (locus 4849) e MN623695 para a sequéncia 2 (locus 5472) (APENDICE A)
(dados a serem publicados).

Para melhor identificacdo, a sequéncia codificadora ou a regido da ORF (do inglés,
open reading frame) referente a sequéncia 1 foi nomeada de 40Chi4849 e a ORF referente a
sequéncia 2, de 40Chi5472, bem como as respectivas proteinas codificadas (“4o” em italico
referente ao nome da espécie A. occidentale, “Chi” referente a enzima quitinase, Chitinase no
inglés, e a numeracao referente ao locus no transcriptoma).

Uma analise inicial das sequéncias de aminoacidos deduzidas para as quitinases
AoChi4849 ¢ 40Chi5472, constatou na AoChi5472 a auséncia de um residuo de Glu conservado
nas quitinases de plantas GH19. Esse residuo de Glu, que atuaria como doador de protons na
catalise, ¢ substituido por um residuo de Lys, em situa¢do semelhante ao que ocorre nas PLCs,
proteinas pertencentes a classe VI de quitinases de plantas. Ao que tudo indica, essa substituicao
pode acarretar na auséncia de atividade catalitica sobre a quitina (dados a serem publicados).

Atualmente, ainda nao se tem dados publicado sobre o papel dessas quitinases na
defesa vegetal e resisténcia a fitopatdgenos no cajueiro. Portanto, fica evidente a importancia
de utilizacao desses dados para produgdo heterdloga dessas enzimas, o que possibilita elucidar

suas caracteristicas bioquimicas e funcionais, bem como investigar possiveis aplicagoes.

2.8 Sistemas de expressiao heterologa de proteinas

A obtencdo de proteinas de forma heterdloga tornou-se possivel a partir do
desenvolvimento das técnicas de manipulagdo do DNA, area conhecida como tecnologia do
DNA recombinante. Essas proteinas sdao chamadas de proteinas recombinantes e o0s
organismos/células que as produzem sao chamados de sistemas heter6logos de expressao. Essa
ferramenta biotecnoldgica vem sendo bastante utilizada para obtengdo de proteinas bioativas,
por representar uma alternativa pratica, rapida e com baixo custo (YIN et al., 2007).

Os sistemas heter6logos de expressao sao constituidos por organismos procaridtico
e eucarioticos. Especialmente as bactérias Escherichia coli T. Escherich e Bacillus subtilis Cohn
constituem sistemas procaridticos bastante utilizados devido a facilidade de manipulagdo e a
rapida taxa de crescimento celular. Culturas dessas bactérias podem alcangar densidades muito
altas em meios relativamente simples e baratos, o que garante um alto rendimento na produgao

de proteinas recombinantes com um custo baixo (YIN et al., 2007).
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A utilizagdo de organismos eucaridticos para expressdao heterdloga de proteinas
oferece vantagens em relagdo aos sistemas procarioticos, como a realizacdo de modificagdes
pos-traducionais importantes para o dobramento correto das proteinas, formagao de ligagao
dissulfeto, glicosilagao e fosforilagdo. Dentre esses sistemas esta a levedura metilotrofica
Pichia pastoris (Guillierm.) Phaff, a levedura ndo metilotrofica Saccharomyces cerevisiae
Meyen ex E.C. Hansen (BAGHBAN et al., 2019) e alguns fungos filamentosos, sobretudo
espécies dos géneros Aspergillus e Trichoderma (NEVALAINEN; TE’O; BERGQUIST, 2005).

Contudo, a necessidade de obtencdo de complexos multiproteicos ou proteinas de
massa molecular alta na quantidade e qualidade necessaria para estudos estruturais, exigiu o
desenvolvimento de sistemas de expressdo heterdloga mais elaborados. Um desses sistemas
utiliza baculovirus recombinante como vetor de expressdo (BARFORD et al., 2013). Esse vetor
permitem a insercao de grandes sequéncias de DNA e ¢ utilizado para infectar células de insetos
(VAN OERS, 2011) ou células de mamiferos (MANSOURI; BERGER, 2018).

A expressdo heterdloga tanto em células de insetos quanto em células de mamiferos
garante o processamento adequado de modificagdes pos-traducdo, possibilitando a obtengdo de
proteinas recombinantes semelhantes a forma nativa. No entanto, nesses sistemas, o gene
heter6logo ndo pode ser expresso continuamente, assim como ocorre em sistemas procarioticos
e em leveduras, que realizam fermentagdo continua. Nesse caso, € necessaria a infecgdo de
novas células a cada rodada de sintese da proteina de interesse, o que pode elevar os custos € 0
tempo de producdo em relagdo a outros sistemas mais simples (YIN et al., 2007).

A escolha do sistema de expressdao mais adequado para a producdo heterdloga de
uma proteina de interesse depende tanto da finalidade de uso final dessa proteina, quanto das
suas caracteristicas nativas (YIN et al., 2007). Muitas proteinas heter6logas sdo obtidas
rotineiramente em laboratdrios de pesquisa basica utilizando os sistemas formados pela bactéria

E. coli e pela levedura P. pastoris (LOBO et al., 2013; LANDIM et al., 2017).

2.8.1 Expressao heterdloga em Escherichia coli

Esse organismo tem suas caracteristicas genéticas, fisioldgicas e bioquimicas bem
elucidadas e, em virtude disso, uma variedade de sistemas de expressdo compostos por
diferentes vetores e cepas de E. coli tém sido projetados, comercializados e amplamente
utilizados para fins laboratoriais e comerciais (ROSANO; MORALES; CECCARELLLI, 2019).

O sequenciamento do genoma de cepas de diferentes linhagens de E. coli tem

ajudado a entender a base molecular de fendtipos uteis para a expressdao heterdloga e,
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atualmente, a cepa BL21 (DE3) ¢ o hospedeiro preferido para a produg¢do de proteina
recombinante. As vantagens dessa cepa incluem o rapido crescimento celular, um alto nivel de
secrecdo, a producdo diminuida de acetato, um produto da via fermentativa que age como
inibidor no crescimento celular e na sintese de produtos heterélogos, e a deficiéncia de proteases,
que estende a vida util das proteinas (ROSANO; MORALES; CECCARELLI, 2019).

A sequéncia que codifica para uma proteina de interesse ¢ inicialmente clonada em
um plasmideo de expressao, que em seguida ¢ inserido na célula de expressao. O plasmideo
deve conter pelo menos um promotor de iniciagdo da tradugao, regido que direciona a expressao
da sequéncia codificadora da proteina de interesse, um gene que atua como marcador nas
células contendo o plasmideo, geralmente um gene que conferem resisténcia a antibioticos, €
elementos necessarios a replicagdo. A cepa BL21 (DE3) carrega uma copia do gene da RNA
polimerase do fago T7 (T7RNAP) sob controle do promotor lacUV5, assim, genes de interesse
sdo clonados sob o controle de um promotor T7 em plasmideos de expressao. Nesse sistema, a
producdo da proteina de interesse comeca apos a adicdo do indutor isopropil-B-D-1-
tiogalactopiranosideo (IPTG), possibilitando o controle da expressdo da proteina recombinante
(JIA; JEON, 2016; ROSANO; MORALES; CECCARELLLI, 2019).

O sucesso na obtengdo de proteinas recombinantes em E. coli, especialmente em
BL21 (DE3) e derivados, tem ocorrido pela manipulagdo genética dessas cepas, especialmente
para garantir a formagao de ligacdes dissulfeto e a expressao de proteinas codificadas por genes
contendo codons raros. Além disso, tem ocorrido uma otimizagao das condi¢oes de cultivo das
cepas, bem como avangos no design de plasmideos contendo elementos genéticos que facilitam
a deteccao, purificagdo ou solubilizagdo de proteinas recombinantes (JIA; JEON, 2016).

Apesar de ser um método bastante vidvel, a expressao heterdloga de proteinas em
E. coli ndo permite a realiza¢do de modificagdes pos-tradugdo necessarias para o dobramento
adequado de muitas proteinas (YIN et al., 2007). Além disso, as proteinas expressas nao
necessariamente serdo secretadas para o meio externo, em muitos casos podem se acumular no
espaco periplasmatico ou no meio intracelular em agregados insoluveis chamados de corpos de
inclusdo. Neste caso, as proteinas apresentam um dobramento erroneo, sendo necessarias etapas
subsequentes de solubilizacdo e redobramento através de processos que podem elevar os custos
e diminuir o rendimento da proteina recombinante (SINGH et al., 2015).

Uma alternativa a esse sistema ¢ a utilizacao de sistemas eucarioticos formados por
leveduras, que realizam processamentos pds-traducionais e possuem subsidios que garantem a

secrec¢do da proteina recombinante no meio extracelular ( BAGHBAN et al., 2019).
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2.8.2 Expressdo heterdloga em Pichia pastoris

A expressao heterdloga em leveduras também apresenta vantagens com relagdo ao
crescimento rapido e baixo custo da cultura, além de representar uma ferramenta adequada para
a fermentacdo industrial em grande escala (YIN et al., 2007). Particularmente, a levedura
metilotrofica P. pastoris vem sendo bastante utilizada como hospedeiro de expressao heterdloga
para a produc¢dao com sucesso de uma variedade de proteinas recombinantes de procariotos e
eucariotos, tanto para uso industrial (SPOHNER et al., 2015), como para pesquisa basica
(LANDIM et al., 2017). Para a expressao de proteinas heterdlogas nesse organismo ¢ muito
importante projetar um sistema recombinante adequado que inclua uma cepa hospedeira € um
vetor de expressao apropriado para o tipo de proteina a ser expressa e para suas aplicagdes finais
(JUTURU; WU, 2018; BAGHBAN et al., 2019).

O genoma de P. pastoris contém dois genes para a enzima alcool oxidase (AOXI1 e
AOX2), envolvida na via de utilizagdo do metanol (MUT) como fonte de carbono para
producdo de energia. Dessa forma, cepas variantes de P. pastoris foram desenvolvidas pela
exclusdo dos genes AOX1 e AOX2. A cepa KM71, por exemplo, foi gerada pela exclusdo do
gene AOX1 e apresenta baixa taxa de crescimento e consumo de metanol (Fendtipo Mut®). Ja
a cepa GS115 possui os dois genes AOX funcionais e apresenta alta taxa de crescimento e
consumo de metanol (fendtipo Mut”), semelhante ao tipo selvagem. O terceiro tipo de
hospedeiro de expressao, como a cepa MC100-3, foi gerado pela exclusdo dos dois genes AOX
e ndo crescem na presenca de metanol (fenotipo Mut) (JUTURU; WU, 2018).

Os vetores de expressdo utilizados atualmente para a produgdo de proteinas
heter6logas na levedura P. pastoris apresentam os seguintes elementos: um sitio de clonagem
multipla (Multiple Cloning Site - MCS), o promotor do gene da enzima 4lcool oxidase (AOXT1),
um local de terminacdo da transcricdo (TT), o gene Sh ble, que conferem resisténcia ao
antibidtico zeocina e permite a selegdo das células transformadas, uma tag que codifica seis
histidinas adicionadas a extremidade C-terminal da proteina recombinante, permitindo sua
detecgdo e purificagdo, e uma sequéncia de sinal de secrecdo, que auxilia a proteina
recombinante expressa a entrar na via secretora, garantindo a obtencdo da mesma no meio
extracelular (BAGHBAN et al., 2019; KOPERA et al., 2014; TRABELSI et al., 2019).

O promotor AOX1, utilizado para direcionar a expressao de proteinas heterdlogas
em P. pastoris, ¢ regulado pela adi¢do ou caréncia de metanol a cultura e tem sido bastante
utilizado por gerar altos niveis de expressdo de diferentes proteinas recombinantes. No entanto,

os efeitos adversos inerentes ao uso do metanol representam uma desvantagem na escolha deste
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promotor (JUTURU; WU, 2018). Assim, outros promotores tém sido utilizados, como o
promotor do gene GAP, que codifica uma gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase. Esse promotor
expressa proteinas continuamente em diferentes fontes de carbono, incluindo glicose, glicerol,
etanol e acido oleico, garantindo a obtencdo de proteinas heterdlogas em P. pastoris sem a
utilizagdo de metanol (JUTURU; WU, 2018; BAGHBAN et al., 2019).

O sinal de secrecdo de S. cerevisiae (fator o) tem sido utilizado em muitos vetores
de expressao, gerando proteinas heterdlogas com uma pré-sequéncia de 19 aminoacidos
(peptideo sinal) e uma pro-regidao de 60 aminoacidos hidrofilicos. A pré-sequéncia € responsavel
por direcionar a proteina para o reticulo endoplasmatico (RE) e é subsequentemente clivada
pela enzima peptidase sinal. Ja a pro-regido promove a transferéncia da proteina do RE para o
complexo de Golgi e ¢ posteriormente clivada pela protease kex2p. O local de clivagem da
kex2p no lado N-terminal da proteina pode conter repeticoes de Glu-Ala, que sdo
posteriormente removidas pela acdo da aminopeptidase stel3p, resultando na liberagdo da
proteina madura (DALY; HEARN, 2005).

O fator a ¢ funcional em todos os sistemas de expressdo de levedura e amplamente
usada para expressao heterdlogas em P. pastoris (BAGHBAN et al., 2019; AHMAD; HIRZ;
PICHLER, 2014). Contudo, sua principal desvantagem ¢ a expressdo de proteinas
recombinantes com a extensoes Glu-Ala amino-terminais remanescentes, devido a
incapacidade da stel3p de processar uma grande quantidade de proteina recombinante durante
a expressao (KOZLOV; YAGUDIN, 2008). Como alternativa, muitas proteinas tém sido
expressas em P. pastoris com seu peptideo sinal nativo (VADHANA et al., 2013). Além disso,
um consideravel nimero de novos peptideos sinais endogenos foram previstos no genoma de P,
pastoris, os quais demostram ser eficientes para direcionar a secrecdo de proteinas
recombinantes nesse organismo (DUAN et al., 2019).

Uma das vantagens de P. pastoris sobre outros organismos na expressao heteréloga
¢ a sua capacidade de secretar poucas proteinas endogenas, que sdo consideradas contaminantes
e devem ser removidas no processo de purificagdao da proteina recombinante. Mattanovich et al.
(2009) observaram computacionalmente que o secretoma da linhagem DSMZ 70382 dessa
levedura consiste em 88 ORFs, no entanto, quando cultivada em meio com glicose como fonte
de carbono, apenas 20 proteinas foram secretadas em niveis detectaveis. Ja Huang et al. (2011)
identificaram um total de 75 proteinas em trés amostras de sobrenadantes de culturas de P.
pastoris X-33 induzidas por metanol. Neste estudo foi também relatada a influenciado da
temperatura de cultivo no secretoma, onde mais proteinas do hospedeiro foram encontradas no

sobrenadante de culturas cultivadas a 30 °C do que a 25 °C.
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Outra importante vantagem de P pastoris para expressdao heterloga ¢ sua
capacidade de realizar N-glicosilacdo e O-glicosilacdo durante o processamento das proteinas
recombinantes. Na N-glicosilacdo os oligossacarideos sdo anexados ao nitrogénio da amida do
residuo de asparagina (Asn/N) no lumen do RE através de uma ligacdo N-glicosil dentro da
sequéncia consenso Asn-x-Ser/Thr (onde x ¢ qualquer aminoacido, exceto Pro) e na O-
glicosilagao os oligossacarideos sdo anexados aos residuos de Ser ou Thr por meio de uma
ligacdo glicosidica. A N-glicosilacdo em alguns fungos, como em S. cerevisiae, ¢ caracterizada
por hipermanosilacao, gerando proteinas com padrao de glicosilagao elevado. No entanto, em
P, pastoris os N-glicanos sdo frequentemente mais curtos, podendo ocorrer baixa incidéncia de
proteinas recombinantes hiperglicosiladas. Isso faz com que este sistema seja adequado para

expressao de glicoproteinas de eucariotos (KARBALAEIL; REZAEE; FARSIANI, 2020).

2.9 Acdo antifiingica de quitinases vegetais obtidas por expressdo heterologa

Quitinases de plantas apresentam potencial aplicacdo como agente antifiingico e
sdo comumente expressas em sistemas de expressao heterdloga que utilizam tanto E. coli quanto
P, pastoris como células hospedeiras (SINGH; ISAAC KIRUBAKARAN; SAKTHIVEL, 2007;
XAYPHAKATSA et al., 2008; SIERRA-GOMEZ et al., 2019; YAN et al., 2008; KUO et al.,
2008; AKOND et al., 2014; LANDIM et al., 2017).

Yan et al. (2008) testou uma quitinase recombinante do arroz (Oryza sativa L.)
expressa em P. pastoris GS115 contra os fungos Rhizopus stolonifer (Ehrenb. et Fr.) Vuill e
Botrytis squamosa Walker, para os quais a quitinase teve efeito inibitorio, e contra os fungos
Pythium aphanidermatum (eds.) Fitzp e Aspergillus niger van Tiegh, para os quais a quitinase
ndo apresentou agdo antifingica. Esses resultados demonstram que uma quitinase pode atuar
de formas diferentes frente a diferentes fungos fitopatogénicos.

Neste mesmo estudo, a extensdo da exposicdo de microestruturas de quitina na
parede celular dos fungos foi examinada por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e os
resultados mostraram que os fungos R. stolonifer e B. squamosa, apresentam feixes de fibras
de quitina expostos na superficie da parede celular, o que possibilitaria a quitinase entrar em
contato facilmente com as ligagdes O-glicosidicas. No entanto, os fungos P. aphanidermatum
e A. niger apresentam escamas arranjadas firmemente de forma a cobrir a quitina na parede
celular, dificultando assim, o acesso da quitinase ao conteido de quitina. Além disso, a
propor¢ao de quitina na parede celular dos fungos, analisada por Espectroscopia Infravermelho

por Transformada de Fourier (EIVTF), ¢ maior em R. Stolonifer e B. squamosa em relagao a P.
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aphanidermatum e A. niger. Isso demonstra que, a atividade inibitéria da quitinase esta
diretamente correlacionada tanto com a extensdo da exposicdo da quitina quanto com a
propor¢ao de quitina na parede celular do fungo (YAN et al., 2008).

Outras quitinases vegetais expressas na levedura P. pastoris demostraram atividade
antifingica. E o caso da quitinase recombinante VuChil do feijdo-de-corda (Vigna unguiculata
(L.) Walp.), pertencente a classe I, que foi expressa em P. pastoris KM71H por Landim et al.
(2017) e demostrou agao inibitoria contra o fungo Penicillium herquei Bainier & Sartory. Duas
isoformas da quitinase recombinante BoChi3-1 do bambu (Bambusa oldhamii Munro),
pertencentes a classe III e expressa em P. pastoris X-33, apresentaram atividade antifingica
contra Scolecobasidium longiphorum Matsush. (KUO et al., 2008) e uma quitinase
recombinante de classe IV do inhame (Dioscorea opposita Thunb.), produzida também em P,
pastoris X-33, demonstrou forte atividade antiflingica contra Fusarium oxysporum Schltdl. e
Phytophthora nicotianae var. parasitica (AKOND et al., 2014).

Sierra-Gomez et al. (2019) relatou a acdo antifungica das quitinases recombinantes
AtChil e AtChi2 do Agave tequilana F.A.C.Weber sobre fungos Aspergillus sp. Essas quitinases
pertencem a classe I e foram expressas em E. coli Rosetta-Gami. Outra quitinase do arroz,
rCHTI11 de classe II expressa em E. coli BL21, também apresentou agao antifungica, nesse caso
contra cepas de Trichoderma viride Pers. (XAYPHAKATSA et al., 2008). E uma quitinase
recombinante de classe VII do trigo (7riticum aestivum L.), produzida em E. coli BL21 (DE3),
demostrou amplo espectro de atividade antifingica, agindo contra uma variedade de fungos
fitopatogenos (SINGH; ISAAC KIRUBAKARAN; SAKTHIVEL, 2007).

Em virtude da capacidade de degradar a quitina presente na parede celular de fungos,
¢ crescente o interesse por quitinases na perspectiva de uso para o controle de patdgenos
fingicos que causam doengas em plantas de interesse econdmico e em humanos (KARASUDA
et al., 2003; BANANTI et al., 2015; NAGPURE; CHOUDHARY; GUPTA, 2014; ALLONSIUS
et al., 2019). Nesse cenario, a expressao heterdloga representa o0 método ideal para obtengao
dessas proteinas, em virtude da eficiéncia na producdo de um alto rendimento proteico, bem

como do baixo custo dos processos (YIN et al., 2007).

2.10 Quitinases vegetais com acio antibacteriana

Muitas quitinases vegetais apresentam a capacidade de clivar peptidoglicanos assim
como a lisozima, e por isso sdo chamadas de quitinases/lisozima. Ghasemi et al. (2011)

demostrou que essas enzimas sdo capazes de degradar o peptidoglicano presente na parede
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celular de muitas bactérias e, portanto, sdo promissoras para o uso como agente antibacteriano.

A fun¢do dessas enzimas nas plantas parece estar relacionada com a defesa contra
o0 ataque de patdogenos microbianos e insetos (ROZEBOOM et al., 1990). Um exemplo cléssico
dessas proteinas ¢ a hevamine, uma quitinase/lisozima isolada do latex de Hevea brasiliensis L.
(seringueira) que apresenta alta identidade com quitinases de outras plantas (JEKEL;
HARTMANN; BEINTEMA, 1991).

A estrutura da hevamine apresenta um dobramento do tipo (/a)s, 0 que confirma o
agrupamento dessa proteina na familia 18 das glicosil hidrolases, e residuos de Asp e Glu
importantes para a atividade catalitica, como tal, conservados nas proteinas GHIS8
enzimaticamente ativas (TERWISSCHA VAN SCHELTINGA; HENNIG; DIJKSTRA, 1996).
Diferentemente da lisozima, que cliva entre o C-1 de um N-acetilmuramato e o C-4 de uma N-
acetilglucosamina, a hevamine cliva entre o C-1 da N-acetilglucosamina e o C-4 do acido N-
acetilmuramico, e por conta disso nao foi classificada como lisozima (BOKMA et al., 1997).

Quitinases/lisozima tém sido obtidas de diversas plantas, incluindo Nicotiana
tabacum cv. Samsun NN (HEITZ et al., 1994), Citrus sinensis L. (MAYER et al., 1996),
Ipomoea carnea subsp. fistulosa Jacq. (PATEL et al., 2009) e também de bactérias (GHASEMI
et al., 2011; ZHANG et al., 2020). Essas enzimas podem apresentar bifuncionalidade, ou seja,
demostrarem atividade antifingica e antibacteriana e, portanto, representam proteinas com

grande potencial como antimicrobiano que precisam ser exploradas (GHASEMI et al., 2011).
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3 HIPOTESE

A identificagdo de quitinases no transcriptoma da castanha do cajueiro, juntamente
com a constatacdo da presenca dessas enzimas na goma exsudada da arvore, reportada por
Marques e Xavier-Filho (1991), sdo evidéncias de que a expressdo dessas enzimas constitui
parte dos mecanismos bioquimicas relacionados a defesa da planta, pois sabe-se que a presenga
de exsudagdao em arvores estd associada ao mecanismo de resposta da planta a uma infecgao.
Dessa forma, a caracterizagdo bioquimica e a avaliagdo funcional dessas quitinases ¢
fundamental para compreender seu papel bioldgico, bem como prospectar o seu aproveitamento
biotecnoldgico como agente antimicrobiano.

Uma analise inicial das sequéncias de aminodcidos das quitinases 40Chi4849 e
AoChi5472, constatou a presenga do aminodcido basico Lys na 4oChi5472 substituindo o
aminoacido acido Glu doador de proton na catalise, o que poderia ocasionar ou nao a perda da
atividade enzimatica. Nesse cendrio, a expressao heterdloga representa uma alternativa viavel
para obtencao dessas quitinases na quantidade e qualidade necessaria para a realizacdo de
estudos estruturais e enzimaticos que determinem a funcionalidades das mesmas.

Diante disso, este trabalho foi desenvolvido com base nas seguintes hipdteses:

1) As duas quitinases do cajueiro, 40Chi4849 e 40Chi5472, podem ser obtidas na forma soltvel

por expressdo heterdloga em células de Pichia pastoris KM71H.

i1) As duas quitinases recombinantes podem ser enzimaticamente ativas em relacdo a
degradacao da quitina, partindo do principio de que o aminoacido Lys atua como doador de

préton na catdlise da A0Chi5472.

1i1) As duas quitinases recombinantes podem apresentar acdo enzimatica sobre a quitina da
parede celular de diferentes fungos patogénicos, podendo constituir um agentes antifingico, e

ainda apresentar atividade de lisozima, podendo constituir um agentes antibacteriano.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Determinar as caracteristicas bioquimicas e estruturais das quitinases recombinantes do
cajueiro r40Chi4849 e r40Chi5472 e verificar a funcionalidades dessas enzimas na degradagao

da quitina e no controle in vitro de fungos e bactérias.
4.2 Objetivos especificos

1) Determinar parametros bioquimicos da r40Chi4849 e da r40Chi5472 em andlises in silico:
presenca e delimitagcdo de peptideo sinal ¢ dominios conservados, massa molecular, presenca

de sitios de N e O-glicosilacdo, ligagdes dissulfeto e predi¢ao do pKa dos residuos cataliticos;

i1) Determinar a relagdo filogenética das quitinases r40Chi4849 e r40Chi5472 com quitinases

de plantas representantes das classes L, 11, IV, VI e VII, através de andlises in silico de homologia;

iii) Investigar a funcionalidade do residuo Lys'?® da quitinase r40Chi5472 como doador de

protons na catélise, através de Docking molecular do CatD com o ligante (GlcNAc)4;

iv) Obter as quitinases r40Chi4849 e r40Chi5472 recombinantes na forma soluvel, utilizando
o vetor pPICZoA e a levedura Pichia pastores KM71H como sistema heter6logo de expressao,

bem como purificar as proteinas recombinantes e identifica-las por analises de LC-MS/MS;

v) Determinar a funcionalidade das quitinases 140Chi4849 e r40Chi5472 na degradagdo da
quitina de diferentes fontes e determinar as condi¢gdes Otimas para a atividade enzimatica: pH,

otimo, temperatura 6tima e efeito de ions metélicos e agentes quimicos;

vi) Caracterizar a atividade enzimatica das quitinases r40Chi4849 e r4oChi5472: tipo de reacao

(endo ou exoquitindsica), cinética enzimatica e tipo de oligdmeros gerados na a¢ao enzimatica;

vii) Investigar a acdo da r4oChi4849 e da r4oChi5472 no controle in vitro de fungos
fitopatogénicos dos géneros Lasiodiplodia e Fusarium e analisar o efeito antifingico por MEYV,
bem como investigar a a¢do dessas quitinases no controle in vitro de microrganismos de

importancia médica: cepas fungicas do género Candida e cepas da bactéria S. aureus.
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S MATERIAIS

5.1 Bactérias, leveduras e fungos filamentosos

A estirpe DHS5a de E. coli foi utilizada nos experimentos de clonagem das
sequéncias codificadoras das quitinases do cajueiro 40Chi4849 e AoChi5472 e a estirpe
KM71H de P. pastoris foi utilizada como hospedeiro de expressdo das quitinases, ambas
adquiridas da Invitrogen (Carlsbad, CA, USA).

Quatro isolados de Lasiodiplodia spp. (CCJ127, CCJ166, CCJ184 ¢ BAN7) foram
utilizados nos experimentos de atividade antifingica. Esse fungo ¢ o principal causador da
resinose no cajueiro, sendo os isolados CCJ127, CCJ166 e CCJ184 obtidos de tecidos
infectados de cajueiros, os quais pertencem a colegdo do Laboratorio de Fitopatologia da
EMBRAPA Agroindustrial Tropical. J& o isolado BAN7 foi obtido do processo pds-colheita de
bananas do tipo Williams coletadas no municipio de Assu-RN, o qual estd catalogado junto a
colecdo do Laboratorio de Patologia Pos-colheita (LPPC) da EMBRAPA Agroindustria
Tropical. Trés isolados de Fusarium spp. (BAN16 - LPPC403, BAN100 - LPPC120, e BAN225
- LPPC402) também foram utilizados nos experimentos de atividade antifiingica. Esses isolados
foram obtidos do processo pds-colheita de culturas de banana do tipo Maca, Terra e Prata
Catarina, respectivamente, coletadas nos municipios de Tiangua-CE, Rio Verde-GO e Russas-
CE, respectivamente, os quais também estdo catalogados na colecdo do Laboratorio de
Patologia Pos-colheita (LPPC) da EMBRAPA Agroindustria Tropical. Na banana, esses fungos
causam, principalmente, a doenc¢a conhecida como podriddo da coroa.

Os experimentos de atividade antifungica com leveduras do género Candida foram
realizados com as cepas Candida parapsilosis (Ashford) Langeron & Talice (ATCC 22019),
Candida krusei (Castell.) Berkhout (ATCC 6258) e 15 cepas clinicas: seis cepas clinicas de
Candida albicans (C.P. Robin) Berkhout (duas sensiveis ao fluconazol e quatro resistentes),
cinco cepas clinicas de C. parapsilosis (duas sensiveis ao fluconazol e trés resistentes) e quatro
cepas clinicas de Candida tropicalis (Castell.) Berkhout, (uma sensivel ao fluconazol e trés
resistentes), todas pertencentes a micoteca do Laboratorio de Bioprospeccdao de Moléculas
Antimicrobianas (LABIMAN) do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos
(NPDM) da Universidade Federal do Ceara, sob responsabilidade do Prof. Dr. Hélio Vitoriano
Nobre Junior. As cepas resistentes possuem identificagdo molecular realizada através da
amplificacdo de DNA por PCR usando os iniciadores ITS4 e ITS5, com acesso no GenBank

(Tabela 1), e as cepas sensiveis identificadas por automagdo VITEK (Tabela 1).
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Para os experimentos de atividade antibacteriana foram utilizadas trés bactérias
pertencentes ao género Staphylococcus, um género de bactérias Gram-positivas patogénicas aos
seres humanos. Dentre essas, duas cepas ATCC, Staphylococcus aureus Rosenbach (ATCC
6538P), S. aureus (ATCC 65398) meticilina resistente (MRSA), e uma cepa clinica, S. aureus
1 (MRSA), todas pertencentes a bacterioteca do LABIMAN.

Tabela 1 — Cepas clinicas de leveduras do género Candida utilizadas nos ensaios de atividade antifingica

N° de acesso no Resisténcia ao

Cepa Origem
Genbank fluconazol
C. albicans 1 (105) Sangue KJ740175 Sim
C. albicans 2 (71) Sangue KJ740179 Sim
C. albicans 3 (442) Sangue KJ740174 Sim
C. albicans 4 (938) Sangue AB861479 Sim
C. albicans 5 (4THM) Urina - Nao
C. albicans 6 (52HM) Urina - Nao
C. parapsilosis 1 (43) Sangue KJ740188 Sim
C. parapsilosis 2 (356) Sangue KJ740186 Sim
C. parapsilosis 3 (1980) Sangue AB861487 Sim
C. parapsilosis 4 (S0OHM) Urina - Nao
C. parapsilosis 5 (40HM) Sangue - Nao
C. tropicalis 1(23) Sangue AB861490 Sim
C. tropicalis 2 (72) Sangue KJ740181 Sim
C. tropicalis 3 (574) Sangue - Nao
C. tropicalis 4 (38HM) Aspiragdo traqueal KJ740185 Sim

Fonte: elaborada pela autora.

5.2 Enzimas e plasmideos

As enzimas RNase A e DNase I, utilizadas nos protocolos de obtencdo de acidos
nucléicos, e a B-Glucuronidase de Helix pomatia tipo HP-2, utilizada nos ensaios de atividade
quitinasica, foram adquiridas da Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). A Reverse Transcriptase
ImProm-II™ (Promega, Madison, WI, USA) foi utilizada para obtencao de cDNA e a Tag DNA

polimerase (GE Healthcare Life Sciences, Uppsala, Suécia) nas reagdes de PCR.
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O plasmideo pGEM-T Easy vetor (Promega, Madison, WI, USA) foi utilizado
como vetor de clonagem e o plasmideo pPICZaA (Invitrogen Life Technologies; Carlsbad, CA,
USA) como vetor de expressao. A enzima DNA ligase utilizada na clonagem com o vetor
pGEM-T Easy foi obtida da Promega ¢ a DNA ligase utilizada na clonagem com o vetor
pPICZaA foi obtida da Thermo Scientific (Waltham, MA, USA). As enzimas de restri¢do EcoRI
(10 U.uL"), Xbal (10 U.uL") e Sacl (10 U.uL!), acompanhadas dos seus respectivos tampdes

de reagdo, também foram obtidas da empresa Thermo Scientific.

5.3 Reagentes e outros materiais

Os antibioticos ampicilina e zeocina utilizados para selecdo dos clones obtidos com
os vetores pPGEM-T Easy e pPICZaA, respectivamente, € os reagentes peptona, triptona, extrato
de levedura, N-acetilglucosamina e quitina insolivel foram adquiridos da empresa Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA). Os reagentes X-gal e IPTG, também utilizados para sele¢ao de
clones obtidos no vetor pGEM-T Easy, foram obtidos da Invitrogen (Carlsbad, CA, USA).

Nas eletroforeses de DNA foram utilizados os marcadores de massa molecular 1 kb
DNA ladder (Sinapse Inc.) e Lambda DNA/Hindlll (BioLab - Ontario, CA, USA). Nas
eletroforeses de proteina foram utilizados os marcadores Low Molecular Weight Marker (GE
Healthcare Life Sciences, Uppsala, Suécia) e Unstained Protein Molecular Weight Marker
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).

Os kits de extracdo de DNA plasmidial miniprep NucleoSpin® Plasmid e midiprep
NucleoBond Xtra Midi foram adquiridos da marca MACHEREY-NAGEL (Diiren, Alemanha)
e o kit para purificagdo de DNA Gel and PCR Clean-Up foram adquiridos da GE Healthcare

Life Sciences. Os demais reagentes utilizados continham alto grau de pureza.
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6 METODOS

6.1 Analises in silico da sequéncia de aminoacidos deduzida das ORFs 40Chi4849 e
AoChi5472

As sequéncias de aminoacidos das duas quitinases selecionadas para este trabalho
foram deduzidas a partir das sequéncias de nucleotideos (APENDICE A), utilizando a
ferramenta ExPASy Translate tool (https://web.expasy.org/translate/). A presenca de peptideo
sinal foi verificada nas sequéncias de aminoacidos das quitinases 40Chi4849 e 40Chi5472 por
meio da ferramenta SignalP versdo 4.1 disponivel em <http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/>
(APENDICES B e C).

A presencga e delimitagdo de dominios nas proteinas foi verificada na base de dados
de dominios conservados de proteinas (Conserved Domain Database — CDD) do NCBI
disponivel em  <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi>, utilizando as
sequéncias de aminoacidos das proteinas maduras, ou seja, sem os residuos referentes aos
peptideos sinais. A caracterizagdo dos dominios foi feita no ExPASy — PROSITE
(https://prosite.expasy.org/). A busca por proteinas homologas as quitinases foi realizada no
PDB (Protein Data Bank, <http://www.rcsb.org/pdb/search/advSearch.do?search=new>) e os
programas Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) e ALINE (BOND:;
SCHUTTELKOPF, 2009) foram utilizados para obter alinhamentos de sequéncias.

Andlises in silico com a provavel sequéncia primaria de cada quitinase clonada no
vetor pPICZaA e expressa em P, pastoris (APENDICE E) foram realizadas para determinar os
seguintes pardmetros estruturais: massa molecular no Computer plI/Mw do ExPASy
(web.expasy.org/compute pi/), presenca de sitios de N e O-glicosilagdo, no NetNGlyc
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) e NetOGlyc (http://www.cbs.dtu.dk/services/
NetOGlyc/), respectivamente, presenca de ligacdes dissulfeto no servidor DIANNA 1.1
(http://clavius.bc.edu/~clotelab/DiIANNA/) e predi¢do do pKa dos residuos cataliticos no
PROPKA (<http://nber-222.ucsd.edu/pdb2pqr 2.0.0/>).

Analise evolutiva das quitinases foi realizada pelo método da maéxima
verossimilhanga (WHELAN; GOLDMAN, 2001). As arvores iniciais para a pesquisa heuristica
foram obtidas automaticamente aplicando os algoritmos Neighbor-Joining e BIONJ a uma
matriz de distancias em pares estimadas usando um modelo JTT e, em seguida, selecionando a
topologia com um valor de probabilidade de log superior. Uma distribui¢do Gamma discreta foi

usada para modelar diferencas de taxa evolutiva entre locais [5 categorias (+ G, parametro =


http://clavius.bc.edu/~clotelab/DiANNA/
http://nbcr-222.ucsd.edu/pdb2pqr_2.0.0/
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1,5399)]. A andlise envolveu 63 sequéncias de aminoacidos. Havia um total de 363 posi¢des no
conjunto de dados final. As anélises foram realizadas no MEGA X (KUMAR et al., 2018).

Um provavel mecanismo molecular para a atividade quitinolitica da 40Chi5472 foi
investigado. Para isso, um modelo molecular tridimensional do dominio GH19 foi gerado por
meio de modelagem por homologia utilizando o servidor Phyre2 (KELLEY et al., 2015)
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index), ao qual a sequéncia de
aminoacidos da 40Chi5472 foi submetida. A qualidade estereoquimica do modelo molecular
obtido foi avaliada utilizando o servidor PROSESS (BERJANSKII et al., 2010)
(http://www.prosess.ca/index.php). Em seguida, um docking molecular foi realizado entre o
modelo tridimensional da 40Chi5472 validado e um quito-oligossacarideo com 4 unidades de
GlcNAc, usando as ferramentas AutoDock Tools v. 1.5.6 (MORRIS et al., 2009) e AutoDock
Vina v. 1.1.2 (TROTT; OLSON, 2010), (TROTT; OLSON, 2010)conforme descrito por
Maranhio et al. (2017).

6.2 Construcio e obtencao dos oligonucleotideos iniciadores para as ORFs 40Chi4849
e AoChi5472

Oligonucleotideos iniciadores especificos foram projetados para amplificacdo das
ORFs A0Chi4849 e AoChi5472 que codificam duas quitinases do cajueiro ando-precoce CCP
76. Para a ORF 40Chi4849, foram projetados os iniciadores 5'-CCGGGAATTCCAAAACTGT
GGCTGTGCTCC-3' (senso/Foward) e 5'-CCGGTCTAGAACGCAAGACAAATTCTGGCC
AGG-3' (antissenso/Reverse), excluindo os primeiros 84 nucleotideos que codificam o peptideo
sinal N-terminal nativo, e para a ORF A4oChi5472 foram projetados os iniciadores 5'-
CCGGGAATTCGATGGAGAAATGCCATCC-3' (senso/Foward) e 5'-CCGGTCTAGAACA
GAAGATGACGAGGAAGAAG-3' (antissenso/Reverse), excluindo os primeiros 69
nucleotideos que codificam o peptideo sinal N-terminal nativo. Sitios de corte para as
endonucleases de restrigdo EcoRI (GAATTC) e Xbal (TCTAGA) foram adicionados a
extremidade 5' dos iniciadores senso e antissenso, respectivamente, de modo a permitir a
insercao dos fragmentos amplificados no sitio multiplo de clonagem do vetor pPICZaA. Apds
serem projetados, os iniciadores foram adquiridos na Eurofins MWG operon Inc.

As sequéncias dos iniciadores construidos, com as demais unidades nucleotidicas
acrescentadas para permitir a clonagem, estao representadas na tabela 2. Para a ORF 40Chi4849
o amplicon (produto amplificado por PCR) gerado apresenta 761 pb e para a ORF 40Chi5472
920 pb (APENDICE D).
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Tabela 2 — Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores projetados para amplificacdo das ORFs 40Chi4849 e
AoChi5472

ChiAnaoc4849F* 5'-CCGGGAATTC'CAAAACTGTGGCTGTGCTCC-3'

ChiAnaoc4849R** 5-CCGGTCTAGA’AC*GCAAGACAAATTCTGGCCAGG-3'
ChiAnaoc5472F* 5'-CCGGGAATTC'GATGGAGAAATGCCATCC-3'

ChiAnaoc5472R** 5'-CCGGTCTAGA’AC’AGAAGATGACGAGGAAGAAG-3'

Fonte: dados da pesquisa. *Foward, **Reverse. 'Sitio para a enzima de restrigdo EcoRlI. 2Sitio para a enzima de
restricio Xbal. *Nucleotideos adicionados para manter as sequéncias das ORF em frame com as sequéncias
codificadoras das Tags (epitopo c-myc e cauda de histidina).

6.3 Obtencio de acidos nucléicos do cajueiro anao-precoce CCP 76

6.3.1 Plantio do cajueiro

Sementes (castanhas) do cajueiro ando-precoce CCP 76 foram fornecidas pela
EMBRAPA Agroindustria Tropical - Centro Nacional de Pesquisa de Agroindustria Tropical
(CNPAT), Fortaleza, Ceara, Brasil. As sementes foram semeadas em solo arenoso, em vasos
plasticos de 400 mL, mantidos em casa de vegetacdo e irrigadas diariamente com agua da
torneira. Ap6s 60 dias do plantio (Figura 3), folhas jovens foram colhidas, imediatamente

congeladas em nitrogénio liquido e utilizadas para purificacdo de acidos nucleicos.

Figura 3 — Cultivo do cajueiro ando-precoce CCP 76 em casa de vegetagdo.
Y oy :

(A)

| — ¢ e

Fonte: elaboradé pela autora. (A) Castanha e (B) cajueifb éné-precoce CCP
76 com 60 dias apos o plantio.
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6.3.2 Extracdo de dcidos nucleicos

1) Extragao de DNA genomico

Amostras de DNA gendmico (gDNA) de folhas do cajueiro CCP 76 foram obtidas
utilizando o protocolo baseado no uso do detergente CTAB descrito por Warner (1996).

Para isso, 0,5 g de folhas jovens foram maceradas em nitrogénio liquido e incubadas
por 60 min a 60 °C com 6,0 mL do tampao de extragdo contendo CTAB2x [Tris-HCI 100 mM
(tris-hidroximetil-aminometano) pH 8,0; NaCl 2,0 M (cloreto de s6dio); EDTA 25,0 mM (acido
etilenodiamino tetra-acético); CTAB 2% (brometo de cetiltrimetilamonio), (w/v)], PVP 2%
(polivinilpirrolidona) (w/v) e 2-mercaptoetanol 0,2% (v/v), aquecido previamente a 60 °C. Na
sequéncia, um volume igual de cloroférmio:éalcool isoamilico (24:1 v/v) foi adicionado a
mistura para separar a fase organica da fase aquosa. Apds centrifugagao por 10 min a 5000 rpm
e temperatura ambiente, a fase aquosa contendo os acidos nucleicos foi recolhida, adicionada a
2/3 do volume de isopropanol 100% e incubada overnight a 4 °C para a precipitacdo do DNA.
Ap6s esse tempo, 0 DNA foi coletado por centrifugacao a 3000 rpm, por 10 min e ressuspendido
em 2 mL de NaCl 1,0 M estéril. Novamente o DNA foi precipitado pela adi¢ao de 2,5 volumes
de etanol 100%, recolhido por centrifugacdo a 3.000 rpm por 10 min e lavado com etanol 70%,
centrifugando-se por 5 min a 3.000 rpm. Apds evaporacao do etanol, o DNA obtido foi
ressuspendido em tampao TE (Tris-HCI1 10,0 mM pH 8,0; EDTA 1,0 mM) contendo RNase A
(20 pg.mL!') e armazenado em freezer a -20 °C. A integridade das amostras de DNA foi
avaliada por eletroforese em gel de agarose 0,8% e a concentracdo de DNA foi determinada
pela medigdo da absorbancia a 260 nm de acordo com Sambrook; Fritsch e Maniatis (1989). As

etapas de centrifugacdo foram realizadas em centrifuga 5810 R Eppendorf®, rotor FA-45-6-30.
1) Extracdo de RNA total

Amostras de RNA total de folhas do cajueiro CCP 76 foram obtidas utilizando o
protocolo baseado no uso do detergente CTAB descritos por Chang, Puryear e Cairney (1993).
Para isso, 1,25 g de folhas jovens foram maceradas em nitrogénio liquido e
incubadas por 60 min a 65 °C com 6,0 mL do tampao de extracdo [Tris-HCl 100 mM (tris-
hidroximetil-aminometano) pH 8,0; NaCl 2,0 M (cloreto de s6dio); EDTA 25,0 mM (acido
etilenodiamino tetra-acético); CTAB 2% (brometo de cetiltrimetilamonio), (w/v)], PVP 2%

(polivinilpirrolidona) (w/v) e 2-mercaptoetanol 0,2% (v/v), aquecido previamente a 65 °C. Na
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sequéncia, um volume igual de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1 v/v) foi adicionado a
mistura para separar a fase organica da fase aquosa. Ap6s centrifugagdo por 15 min a 2.500 rpm
e temperatura ambiente, a fase aquosa contendo os acidos nucleicos foi recolhida, adicionada a
1/4 do volume de LiCl (cloreto de litio) 10 M e incubada overnight a 4 °C para a precipitacao
do RNA. Apos esse tempo, o0 RNA foi recolhido por centrifugacdo a 10.000 rpm por 45 min e
lavado duas vezes com etanol a 70%, centrifugando-se a 8.000 rpm por 10 min a 4 °C. Apos
evaporacao do etanol, o RNA obtido foi ressuspendido em agua ultrapura tratada com DEPC
(dietil pirocarbonato) e armazenado em freezer a -80 °C. A integridade das amostras de RNA
foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1,2% e a concentragdo foi determinada pela
medi¢do da absorbancia a 260 nm de acordo com Sambrook; Fritsch e Maniatis (1989). As

etapas de centrifugacdo foram realizadas em centrifuga 5810 R Eppendorf®, rotor FA-45-6-30.

6.3.3 Quantificagdo dos dacidos nucleicos

O gDNA e RNA total obtidos de folhas do cajueiro ando-precoce CCP 76 foram
quantificados pela medicdo da DOzsonm em espectrofotometro GeneQuant (RNA/DNA
CALCULATOR, PHARMACIA). Para estimar a concentragao de gDNA, a seguinte relacao foi
utilizada: 1 DO26onm = 50 pg.mL' de DNA de dupla hélice. J4 a concentragio de RNA foi
estimada seguindo a relagio de 1 DO26onm = 40 pug.mL' de RNA. Dessa forma, a concentragio
de DNA e RNA foi calculada, respectivamente, pelos seguintes calculos: [DNA ng.ul™'] = 50 x
DO260nm X fator de diluigdo e [RNA ng.ul'] = 40 x DO26onm X fator de dilui¢do. A qualidade das
amostras de acidos nucléicos foi verificada por eletroforese em gel de agarose e através da

relacdo das absorbancias Az6onm/A2800m (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989).

6.3.4 Eletroforese em gel de agarose

Géis de agarose, contendo brometo de etidio 0,1 pg.mL!, foram preparados em
tampao TAE 1x (Tris-acetato 40 mM; EDTA 1 mM pH 8,0) de acordo com o protocolo descrito
por Sambrook, Fritsch e Maniatis (1989). As amostras foram preparadas em tampao de amostra
(5x Green GoTaq Reaction Buffer) e aplicadas no gel juntamente com um marcador molecular.
As corridas eletroforéticas foram realizadas sob voltagem constante de 80 V, por 40 min, com
o gel submerso em tampao TAE em cuba horizontal. Ap6s a corrida, os géis foram revelados
por exposi¢ao a luz UV em um transluminador Vilber lourmat (Marne-la-Vallée, France) ligado

a um fotodocumentador onde as imagens foram capturadas e armazenadas.
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6.3.5 Tratamento da amostra de RNA total com DNase

A amostra de RNA total foi tratada com DNase I (Sigma Aldrich) para a remocao
de resquicios de gDNA. A reagdo foi montada em microtubo de 1,5 mL com 80,0 uL da amostra
de RNA (2,2 pg.uL1), 20,0 uL do tampdo de reacgdo (10 x), 4,0 uL de DNase (1 U.uL!) e 96,0
pL de agua tradada com DEPC para o volume final de 200 pL. A mistura foi incubada a 37 °C
por 30 min em banho maria. Em seguida foi adicionado 1,0 puL de Stop Solution da DNase para
interromper a reacgao € incubou-se a 65 °C por 10 min para inativagao da enzima DNase.

O RNA foi submetido a um procedimento de limpeza e concentragdo. Para isso, foi
adicionado a amostra 1 volume de cloroférmio:alcool isoamilico 24:1 (v/v). Apds centrifugacao
a 12.000 rpm em MiniSpin® (Eppendorf) com rotor F45-12-11, por 5 min, a fase aquosa foi
adicionado 1/10 do volume de acetato de sddio 3M (preparado com agua tratada com DEPC) e
2,5 volumes de etanol absoluto gelado e incubou-se overnight a 4 °C. No dia seguinte a amostra
foi centrifugada a 12.000 rpm por 15 min, o sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado
com etanol 70% (preparado com agua tratada com DEPC). Apds centrifugacdo a 12.000 rpm
por 5 min, o sobrenadante foi descartado, o etanol foi evaporado e o pellet resuspendido em 80
uL de dgua ultrapura tratada com DEPC.

O RNA obtido foi quantificado e analisado por eletroforese em gel de agarose 1,2%.
Uma reagdo de PCR foi realizada com a amostra de RNA para certificar-se de que ndo havia

contaminagdo com gDNA, utilizando como controle positivo amostra de gDNA.

6.3.6 Obtencao de cDNA

O RNA total obtido de folhas do cajueiro ando-precoce CCP 76 foi utilizado para
obten¢ao de cDNA (DNA complementar) de fita simples por transcri¢do reversa com a enzima
Reverse Transcriptase ImProm-1I™ (Promega, Madison, WI, USA). A reagao foi realizada em
microtubo de 0,2 pL (Kasvi) com 1.000 ng de RNA tratado com DNase, 0,5 pg do iniciador
oligo (dT)20 (8' TTTTTTTTTTTTTTTTTTTT 3') e agua deionizada tratada com DEPC para o
volume final de 10 pL. Esta mistura foi incubada a 70 °C por 5 min, para permitir o anelamento
do iniciador, e em seguida resfriada a 4 °C por 5 min. A esta reagdo foi acrescentado 1 pL da
enzima Reverse Transcriptase, MgCly 1,5 mM, dNTP (ATP/TTP/CTP/GTP) a 0,5 mM cada,
tampao da reagdo 1x concentrado e 4gua deionizada tratada com DEPC para o volume final de
20 pL. Essa mistura foi incubada por 5 min a 25 °C, seguido de 1 h a 42 °C, 15 min a 70 °C,

resfriada a 4 °C e armazenada a -20 °C.



58

6.4 Amplificacao das sequéncias codificadoras das quitinases 40Chi4849 e 40Chi5472

As sequéncias codificadoras das quitinases 4oChi4849 e AoChi5472 foram
amplificadas a partir do gDNA e do cDNA por meio de PCR (Polymerase Chain Reaction). As
reagoes foram montadas em microtubos de 0,2 mL (Kasvi) com 1.000 ng de gDNA ou cDNA,
0,2 uM de cada iniciador (Forward/Reverse), 0,2 mM de cada ANTP (ATP/TTP/CTP/GTP), 1,0
unidade de 7ag DNA polimerase (GE Healthcare Life Sciences, Uppsala, Suécia), tampao de
reagdo 1x, MgCl, 1,5 mM e 4gua deionizada estéril para o volume de 15,0 pL.

As reagoes ocorreram em termociclador Tx96 plus (Thermal Cyclers, Amplitherm),
inicialmente em gradiente de temperatura de anelamento (45,0; 45,5; 47,0; 49,0; 51,4; 53.8;
56,2; 58,6; 61,0; 63,0; 64,5; 65,0 °C), para determinar a temperatura onde os iniciadores atuam
de forma especifica, e em segunda utilizando os seguintes pardmetros: etapa inicial de
desnaturacdo a 95 °C por 4 min, seguida de 35 ciclos de desnaturacdo a 95 °C por 45 s,
anelamento a 63 °C por 1 min e extensdo a 72 °C por 2 min. Apds o ultimo ciclo, as reagdes

foram incubadas a 72 °C por 8 min, resfriadas a 4 °C e analisadas em gel de agarose.

6.5 Clonagem das ORFs 40Chi4849 e 40Chi5472 no vetor pGEM-T Easy

6.5.1 Obtencgdo dos vetores recombinantes e transformacdio de E. coli DH5a

O produto da PCR realizada com cDNA (se¢do 6.4) foi ligado ao vetor pPGEM-T
Easy (Promega) usando a enzima T4 DNA ligase (Promega). A reagdo de ligag¢do foi realizada
com 50 ng do vetor, 3 U de T4 DNA ligase, produto da PCR e tampao da reagdo 1x. Apds o
preparo, as reacdes foram incubadas overnight a 4 °C e, em seguida, utilizadas para a
transformagdo de células de E. coli DH5a por choque térmico, de acordo com protocolo
adaptado de Sambrook, Fritsch e Maniatis (1989).

Para proceder com a transformagdo de E. coli DH5a por choque térmico,
inicialmente as células foram preparadas de modo a torna-las competentes. Para isso inoculou-
se em 5 mL de caldo LB caldo (Triptona 1%; extrato de levedura 0,5%; NaCl 1%) com uma
colonia de E. coli DHS5a isolada e incubou-se a 37 °C sob agitagdo orbital de 180 rpm
(Incubadora Refrigerada com Agitacao, TE-422, TECNAL) por 16 h. Ap6s esse tempo, 0,5 mL
da cultura foi transferido para 50 mL de caldo LB caldo e incubou-se a 37 °C, sob agitagao
orbital de 180 rpm, até atingir a DOgoonm variando os valores de 0,2 a 0,3. As células foram

coletadas por centrifugagdo a 4 °C, 3.000 x g por 10 min, ressuspendidas em 1/5 do volume
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com CaCl> 50 mM gelado e incubadas no gelo por 30 min. Novamente foram coletadas por
centrifugacdo, ressuspedidas em 1/10 do volume com CaCl> 50 mM gelado e mantidas no gelo.

A transformacao de E. coli DH5a foi realizada incubando-se 200 pL da suspensao
de células recém preparadas com 10 pL da reagdo de ligagdo na qual se obteve os plasmideos
recombinantes p-GEM-T Easy + 40Chi4849 e p-GEM-T Easy + AoChi5472. A mistura
células/plasmidio foi incubada em banho de gelo por 30 min, em banho-maria a 42 °C por 3
min e novamente no gelo por 2 min. Em seguida, as células foram recuperadas em 800 uL de
meio SOC (Triptona 2%; extrato de levedura 0,5%; NaCl 10 mM; KC1 2,5 mM; MgCl, 10 mM;
glucose 20 mM; pH 7,0) e incubadas a 37 °C por 90 min sob agitacdo orbital de 180 rpm. Apos
esse tempo, 100 uL da suspensdo de células transformadas foram inoculados em placa de Petri
com agar LB (Triptona 1%,; extrato de levedura 0,5%; NaCl 1%; agar 1,5%) contendo
ampicilina 100 ug.mL™!, X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indoxil-B-D-galactopiranosideo) 80 ug.mL-
e IPTG (Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside) 0,5 mM. Em seguida, as placas foram
incubadas a 37 °C por 16 h.

6.5.2 Confirmacao da clonagem

Algumas coldnias brancas de E. coli DHS5a transformadas com os plasmideos p-
GEM-T Easy + 40Chi4849 e p-GEM-T Easy + 40oChi5472 foram inoculadas em caldo LB
contendo ampicilina a 100 pg.mL"! e incubadas a 37 °C por 16 h sob agitacdo orbital de 180
rpm. Em seguida, parte do volume das culturas foi estocado em glicerol a uma concentracao
final de 15% a -80 °C e a outra parte submetida a extragdo de DNA plasmidial com o kit
miniprep NucleoSpin® Plasmid (MACHEREY-NAGEL, Diiren, Alemanha).

O pGEM-T Easy possui um sitio de corte da enzima de restricdo EcoRI em cada
uma das extremidades (ANEXO A). Dessa forma, o inserto que codifica as quitinases pode ser
separado do vetor para confirmagdo da clonagem. Com essa finalidade, as amostras de DNA
plasmidial (p-GEM-T Easy + 40Chi4849 e p-GEM-T Easy + 40Chi5472) foram submetidas a
uma reagao de digestdo com EcoRI. As reac¢des continham 500 ng de DNA plasmidial, 10 U de
EcoRI e buffer EcoRI 1x em um volume final de 20 pL. A reacdo foi incubada a 37 °C por 3
horas e, em seguida, a 65 °C por 20 min para inativar a enzima. O produto da digestao foi

submetido a eletroforese em gel de agarose 1%.
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6.5.3 Sequenciamento do DNA plasmidial

Amostras de DNA plasmidial de 12 clones confirmados para cada construcao
(pGEM-T Easy + A0Chi4849 e pGEM-T Easy + AoChi5472) foram enviadas a Macrogen Inc.
(Seul, Coré¢ia do Sul) para sequenciamento, usando o método de Sanger e sequenciadores
Applied Biosystems 3730XL de alto rendimento. Nesta analise foram utilizados os iniciadores
T7 e SP6, uma vez que o vetor pGEM-T Easy contém os promotores T7 e SP6 da RNA
polimerase que flanqueiam o sitio multiplo de clonagem.

Apds o sequenciamento, os cromatogramas gerados foram analisados no pacote
Phred/Phrap/Consed (EWING et al., 1998; GORDON; ABAJIAN; GREEN, 1998) e os contigs
obtidos para os diferentes clones foram deduzidos em sequéncias de aminoacidos no Expasy
translate tool (http://web.expasy.org/translate/). Em seguida, estas sequéncias foram alinhadas
com as sequéncias de aminoacidos das quitinases 4oChi4849 e 4oChi5472 utilizando o

programa Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

6.6 Subclonagem das ORFs 40Chi4849 e 40Chi5472 no vetor pPICZoA

6.6.1 Obtencao dos vetores recombinantes

Um clone de E. coli DH5a positivo para cada construcdo plasmidial, pPGEM-T Easy
+ A0Chi4849 ¢ pGEM-T Easy + 40Chi5472 com sequéncia fidedigna para expressdao das
quitinases do cajueiro, e um clone de E. coli TOP10F' contendo o plasmideo pPICZaA integro
foram cultivados em meio LB caldo e submetidos a extragdo de DNA plasmidial com o kit
midiprep NucleoBond Xtra Midi (MACHEREY-NAGEL, Diiren, Alemanha). Em seguida, as
amostras de DNA plasmidial obtidas foram utilizadas em uma reacdo de digestdo com as
enzimas de restri¢do EcoRI e Xbal.

Aregido codificadora das quitinases possui um sitio de clivagem para EcoRI e Xbal,
adicionados as extremidades pelos iniciadores, enquanto que o vetor pPICZaA apresenta as
mesmas regides no sitio de restricdo (ANEXO B). Dessa forma, se formarao extremidades
coesivas entre os insertos € o vetor pPICZaA. As reacdes de digestdo continham 500 ng de
DNA plasmidial, 10 U EcoRI, 20 U de Xbal e buffer tango 2x, em um volume final de 20 pL.
As reagdes foram incubadas a 37 °C por 3 h e, em seguida, a 65 °C por 20 min para inativar as
enzimas. Os produtos das digestdes foram aplicados em eletroforese em gel de agarose 1% para

confirmacao da digestdo, purificados com o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System
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(Promega) e submetidos a uma reagdo de ligacdo com a enzima T4 DNA ligase (Thermo
Scientific) para obteng@o dos plasmideos pPICZaA + 40Chi4849 e pPICZaA + 4oChi5472.

As reagdes de ligacdo foram realizadas seguindo a propor¢cdo de 5/1
(inserto/plasmideo), conforme instrugdes do fabricante da enzima, utilizando a formula abaixo
para o célculo das quantidades de inserto e plasmideo:

[ ] inserto = [plasmideo] x tamanho do inserto x 5/1

Tamanho do plasmideo
A reagao para a ORF 40Chi4849 continha 51,25 ng de inserto e a reacdo para a
ORF A0Chi4849 continha 62,29 ng, que foram misturados a 50 ng de vetor pPICZaA, 1 U de
T4 DNA ligase, tampao de reagdo 1x e dgua deionizada estéril q.s.p. 20 puL. As reagdes foram
incubadas a 22 °C por 20 mim e em seguida a 70 °C por 5 min para inativar a enzima. O produto
da ligacao foi usado para transformacao de células de E. coli DH5a por choque térmico, como

descrito na se¢do 6.5.1, utilizando zeocina 25 pg.mL™! para selecdo dos clones.

6.6.2 Confirmacgdo da subclonagem

O DNA plasmidial de quatro clones de E. coli DH5a, obtidos para cada construcao
(pPICZaA + AoChi4849 e pPICZaA + AoChi5472), foi extraido com o kit miniprep
NucleoSpin® Plasmid (MACHEREY-NAGEL, Diiren, Alemanha) e digerido com as enzimas
EcoRI e Xbal. As reagdes foram montadas com 500 ng de DNA plasmidial, 10 U EcoR]I, 20 U
Xbal e buffer Tango 2 x em um volume final de 20 pL. As rea¢des foram incubadas a 37 °C por
3 horas e, em seguida, a 65 °C por 20 min para inativar as enzimas. O material digerido foi
visualizado por eletroforese em gel de agarose 1% e o DNA plasmidial com a construgao
pPICZaA + A0Chi4849 e pPICZaA + AoChi5472 confirmada foi utilizado para transformacgao
da célula de expressdo Pichia pastoris KM71H.

6.7 Transformacio de células de Pichia pastoris KM71H com os vetores pPICZaA +
AoChi4849 e pPICZaA + A0Chi5472

6.7.1 Preparacdo de células eletrocompetentes de P. pastoris KM71H

Uma aliquota de células de P. pastoris KM71H conservadas em glicerol 15% (v/v)
a -80 °C foi plaqueada em agar YPD (extrato de levedura 1,0%, peptona 2,0%, glucose 2,0%,

agar 2,0%) e incubada por 5 dias a 30 °C. Apos esse tempo, uma coldnia foi inoculada em 5



62

mL de caldo YPD (extrato de levedura 1,0%, peptona 2,0%, glucose 2,0%) e incubada a 30 °C
overnight, sob agitacdo orbital a 180 rpm. Uma aliquota de 0,1 mL desta cultura foi transferida
para 50 mL de meio YPD caldo, permanecendo incubada overnight nas mesmas condic¢des até
atingir a DOgoonm de 1,3 a 1,5.

As células foram coletadas por centrifugagdo a 2.000 x g, durante 5 min a 4 °C e
ressuspendidas em 10 mL de caldo YPD e 2 mL de tampao HEPES 1,0 M, pH 8,0. Em seguida,
DTT foi adicionado para a concentracao final de 0,02 M e a mistura foi incubada a 30 °C, por
15 min. Decorrido o tempo de incubagdo, d4gua deionizada previamente gelada foi adicionada a
cultura para um volume final de 50 mL. A cultura foi centrifugada a 2.000 x g, durante 5 min a
4 °C e as células foram novamente ressuspendidas em 25 mL de 4gua deionizada gelada e
centrifugadas nas mesmas condi¢des. O pellet de células foi ressuspendido em 2 mL de solugdo
gelada de sorbitol 1,0 M, sendo por fim, centrifugada novamente nas mesmas condicdes e
ressuspendidas em 500 uL de solucdo de sorbitol 1,0 M gelada, sendo mantidas no gelo até a

etapa de transformacao.

6.7.2 Linearizacao dos plasmideos pPICZaA recombinantes e integro

Um clone de E. coli DH5a positivo para cada constru¢do plasmidial, pPICZaA +
AoChi4849 e pPICZaA + AoChi5472, foi cultivado em caldo LB Lennox e submetidos a
extracdo de DNA plasmidial com o kit midiprep NucleoBond Xtra Midi MACHEREY-NAGEL,
Diiren, Alemanha). Apos a extragdo, o DNA plasmidial foi submetido a uma reacao de digestao
com as enzimas EcoRI e Xbal para confirmar a integridade do DNA recombinante. As reagdes
continham 500 ng de DNA plasmidial, 10 U de EcoRI, 20 U de Xbal e buffer Tango 2x, em um
volume final de 20 pL. Apos o preparo das reagdes, incubou-se a 37 °C por 3 h e, em seguida,
a 65 °C por 20 minutos para inativar as enzimas. O produto da digestdo foi aplicado em
eletroforese em gel de agarose 1%.

O DNA plasmidial confirmado (pPICZaA + A0Chi4849 e pPICZaA + A40Chi5472),
juntamente com pPICZoA integro, foram submetidos a uma reacdo de digestdo com a
endonuclease Sacl, que possui um unico sitio de corte no vetor pPICZaA, localizado na
sequéncia do promotor 40X]. A linearizagdo dos plasmideos com esta enzima direciona o
evento de integracao do DNA recombinante ao genoma da levedura P. pastoris, pois ocorre um
unico crossing over entre o locus AOX1 no cromossomo e o promotor 4OX1 no vetor. Este
evento gera transformantes fenotipicamente com crescimento em metanol, uma vez que

mantém o gene 40X enddgeno intacto.
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As reagdes de linearizagdo foram montadas com 10 pg de DNA plasmidial, 8§ pL da
enzima Sacl (10 U.uL™") e buffer Sacl 1x, em um volume final de 50 pL. As reagdes foram
realizadas em termociclador Tx96 plus (Thermal Cyclers, Amplitherm) a 37 °C, overnight. No
dia seguinte, uma aliquota de 2,5 pL foi submetida a uma eletroforese em gel de agarose 0,8%
para verificar a eficiéncia da lineariza¢ao dos plasmideos. A reagdo foi encerrada por inativacao
da enzima a 65 °C por 20 min.

Em seguida, o DNA plasmidial linearizado foi submetido a uma etapa de
purificagdo. Para isso, adicionou-se 1/10 do volume da reacao de acetato de amonio 7,5 M e
2,5 volumes de etanol 100%. Apds incubagdo a temperatura ambiente por 10 min, fez-se uma
centrifugacdo a 12.000 x g, durante 15 min a temperatura ambiente. O sobrenadante foi
descartado e o DNA precipitado foi incubado com etanol 80% por 15 min para lavar o DNA e
foi novamente centrifugado nas mesmas condi¢des por 10 min. Apos a evaporagao do etanol, o
DNA plasmidial foi ressuspendido em 10 pL de agua deionizada estéril e utilizado para
transformagdo de células de P. pastoris KM71H eletrocompetentes preparadas previamente

como descrito na se¢do 6.7.1.

6.7.3 Transformacdo de P. pastoris KM71H com pPICZa A recombinante e integro

Para a transformacgdo das células de P pastoris KM71H, 80 pL de células
eletrocompetentes foram misturados a 10 pL. de DNA plasmidial linearizado (5 a 10 pg),
incubadas no gelo por 5 min e transferidas para uma cubeta de eletroporagao (0,2 cm, BIO-
RAD) resfriada, a qual foi aplicada um pulso elétrico de 2.500 volts em eletroporador
(Electroporator 2510, Eppendorf). Logo apds o pulso elétrico, foi adicionada 1 mL de solucao
de sorbitol 1,0 M resfriada a cubeta para recuperacgao das células. Em seguida, as células foram
transferidas para um tubo estéril e incubadas a 30 °C por 90 min. Apos o tempo de incubagao,
um estoque das células foi preparado em glicerol 15% e armazenado a -80 °C e 50 uL da cultura
foram plaqueados em meio YPDS 4gar (extrato de levedura 1%, peptona 2%, glucose 2%,
sorbitol 1,0 M, 4gar 2%) contendo zeocina 500 pg.mL!, As placas foram incubadas a 30 °C
durante 5 dias e, ap6s o crescimento das coldnias, seis clones obtidos para cada construcao de
DNA plasmidial recombinante e dois clones obtidos para o pPICZaA integro foram
selecionados para extracao de DNA genomico. Em seguida, a eficiéncia da transformacao de P.

pastoris KM71H foi confirmada por PCR com o gDNA obtido.
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6.7.4 Confirmacdo da transformacdo de P. pastoris KM71H

1) Extracdo de DNA genomico de P. pastoris KM71H

A confirmagao da integracao do cassete de expressao no genoma de P. pastoris foi
realizada em seis clones obtidos para cada construcio plasmidial (pPICZaA + AoChi4849 e
pPICZaA + AoChi5472) e em dois clones obtidos com pPICZaA integro.

Inicialmente, o gDNA de cada clone foi obtido de acordo com o protocolo descrito
por Warner (1996). Os clones foram inoculados em 6 mL de meio YPD caldo, contendo zeocina
500 pg.mL!, e incubados a 30 °C por 18 h com agitacdo orbital de 180 rpm. Parte da cultura
obtida foi utilizada para na preparagdo de estoques em glicerol 15%, os quais foram
armazenados a -80 °C. O restante da cultura foi transferido para microtubos de 1,5 mL e
centrifugada em centrifuga MiniSpin® (Eppendorf) com rotor F45-12-11, a 12.000 x g, por 3
min a temperatura ambiente. A massa celular coletada foi lavada com 800 pL de agua milli-Q
estéril, centrifugagdo nas mesmas condigdes e ressuspendida em 700 uL. de CTAB contendo f3-
mercaptoetanol 0,2% e pré-aquecido a 60 °C. A suspensdo de células foi incubada em estufa a
60 °C overnight e, posteriormente, 1 volume de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) foi
adicionado. Apos inversdo dos tubos, a mistura foi centrifugada a 12.000 x g, por 20 min a
temperatura ambiente. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo e a ela foi adicionado
2/3 do volume de isopropanol par a precipitagdo do DNA. O material permaneceu por 1 h em
a4 °C, em seguida foi centrifugado a 12.000 x g, por 10 min a temperatura ambiente. O gDNA
obtido foi lavado com etanol 70%, centrifugando-se nas mesmas condigdes, € apds evaporagao
do etanol foi solubilizado em 200 pL de TE contendo RNase A (20 ng.mL™). A concentracdo
de gDNA foi estimada pela medi¢do da absorbancia a 260 nm e a qualidade da amostra foi

avaliada por eletroforese em gel de agarose 0,8% (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS 1989).

i1) PCR para confirmagdo da transformacao de P. pastoris KM71H

Para confirmagdo da integracdo do cassete de expressao no genoma de P. pastoris
KM71H, as amostras do gDNA obtidas dos clones selecionados foram submetidas uma reagao
de PCR com os iniciadores 5-AOX1 (GACTGGTTCCAATTGACAAGC) e 3'-AO0X1
(GCAAATGGCATTCTGACATCC) que amplificam o gene AOX-1 presente no proprio vetor
de expressdao pPICZaA. Caso o gDNA extraido dos clones de P. pastoris tenha uma ou mais

copias do DNA plasmidial recombinante, a PCR resultarad na forma¢do de um amplicon com
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tamanho correspondente ao cassete de expressdo das quitinases com um acréscimo de 588 pb
correspondente ao gene AOX].

As reagdes de PCR foram montadas em microtubos de 0,2 mL (Kasvi), sendo
utilizado 1000 ng de gDNA, 0,2 uM de cada primers (5'-AOX1/3'-A0X1), 0,2 mM de cada
dNTP (ATP/TTP/CTP/GTP), 1 U de Tag DNA polimerase (GE), tampao de reacdo 1x, MgCl
1,5 mM e dgua deionizada estéril para o volume de 15,0 pL. Foram realizadas em termociclador
Tx96 plus (Thermal Cyclers, Amplitherm) programado com uma etapa inicial de desnaturagao
a 95 °C por 4 min, seguida de 35 ciclos de desnaturacao a 95 °C por 1 min, anelamento a 63 °C
por 1 min e extensdo a 72 °C por 3 min e 15 s. Apds o ultimo ciclo, as reagdes foram incubadas

a 72 °C por 8 min, resfriadas a 4 °C e submetidas a eletroforese em gel de agarose 0,8%.

6.8 Producio das quitinases 40Chi4849 e A0Chi5472 em P. pastoris KM71H

Os clones de P. pastoris KM71H cujas transformagdes com os vetores pPICZoA +
AoChi4849 e pPICZaA + A0Chi5472 foram confirmadas, foram avaliados quanto a capacidade
de expressar as respectivas proteinas. No total, foram avaliados 6 clones para cada construgdo
e um clone transformado com o vetor pPICZaA integro, utilizado como controle.

Uma aliquota do estoque em glicerol de cada clone foi estriada em meio YPDS agar
contendo zeocina 500 ug.mL™!. As placas foram incubadas a 30 °C por 5 dias e, posteriormente,
algumas colonias isoladas de cada clone foram inoculadas em 10 mL de caldo BMGY (Extrato
de levedura 1%, peptona 2%, tampao fosfato de potassio 100 mM pH 6,0, YNB (Yeast Nitrogen
Base) 1,34%, glicerol 1%, biotina 0,00004%) contendo zeocina 500 pug.mL'. Os indculos
foram incubados overnight a 30 °C sob agitag@o orbital de 180 rpm até atingir DOgoonm igual a
10. Em seguida, as células foram coletadas por centrifuga¢do a 3.000 x g, por 5 min a 4° C,
ressuspendidas em 10 mL de agua destilada estéril gelada para lavagem das células e
centrifugadas nas mesmas condi¢des. As células foram novamente ressuspendidas em agua
destilada estéril gelada (5 mL) para uma segunda lavagem e centrifugadas nas mesmas
condigdes. Por fim, as células foram inoculadas em 100 mL de caldo BMMY (extrato de
levedura 15, peptona 2%, tampao de potassio 100 mM pH 6,0, YNB 1,34%, metanol 0,5%,
biotina 0,00004%) contendo zeocina 500 pg.mL!, obtendo assim, uma DOgoonm igual a 1,0.

Os ino6culos foram incubados a 17 °C, sob agitagdo orbital de 180 rpm por 144 h.
Para a manutencao da indugdo, a cada 24 h metanol 100% foi adicionado as culturas para uma
concentracao final de 0,5%. Neste sistema de expressdo, o metanol induz a expressao do gene

AOXI, que por sua vez, direciona a expressdo do gene de interesse.
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Aliquotas de 10 mL de cultura foram coletadas no inicio da indugdo e a cada 24 h
(0 h,24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 120 h e 144 h). A cada coleta realizada, a DOsoonm foi mensurada
para acompanhar o aumento da densidade celular durante a indugao e as células foram coletadas
(por centrifugadas a 3.000 x g, por 5 min a 4 °C), pesadas e descartadas posteriormente. O
sobrenadante livre de células foi dialisado contra agua destilada, utilizando uma membrana de
celulose com limite de exclusdo de 12,4 kDa para retirada dos componentes do meio de cultura.
Em seguida foi utilizado para quantificacdo das proteinas totais soliveis e para detectar a
presenca das quitinases por eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS e em
condi¢des redutoras (SDS-PAGE) e por ensaio de atividade quitinasica.

As quitinases 40Chi4849 e AoChi5472 produzidas neste sistema heter6logo foram

nomeadas de r40Chi4849 e r40Chi5472, respectivamente (“r” referente a “recombinante”).

6.9 Dosagem de proteinas totais soluveis

A dosagem de proteinas totais soltiveis foi realizada pelo método descrito por
Bradford (1976). Neste ensaio, 100 pL. de amostra (diluida ou ndo) foram adicionados a 2,5 mL
do reagente de Bradford (Coomassie Brilliant Blue G-250 0,01%, etanol 4,7% e acido fosforico
8,5%, em agua deionizada). A mistura foi homogeneizada e, apés 10 min em repouso a
temperatura ambiente, leituras de absorbancia a 595 nm foram realizadas em espectrofotometro
Genesys 10UV Scanning (Thermo Fischer Scientific — Waltham, MA, USA). A concentragado de
proteinas totais soluveis foi estimada utilizando uma curva padrdo obtida a partir de

concentragdes conhecidas de albumina sérica bovina (BSA).

6.10 Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS e agente redutor (SDS-
PAGE)

Eletroforeses em gel de poliacrilamida na presenca do agente desnaturante SDS
(dodecil sulfato de sodio) e do agente redutor B-mercaptoetanol foram realizadas de acordo com
o protocolo descrito por Laemmli (1970). O gel de concentragao [Acrilamida:bisacrilamida 5,0%
(m/v); Tris-HCI 0,126 M, pH 6,8; SDS 0,1% (m/v); TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethyl-1,2-
diaminomethane) 58,12 M; persulfato de aménio 0,1% (m/v)] e o gel de separacao
[Acrilamida:bisacrilamida 15% (m/v); Tris-HCI1 0,375 M, pH 8,8; SDS 0,1% (m/v); TEMED
(N,N,N’,N’-Tetramethyl-1,2-diaminomethane) 46,496 M; persulfato de amodnio 0,1% (m/v)]
foram montados entre duas placas de vidro vedadas nas laterais e na parte inferior, de modo a

proporcionar a espessura de 2 mm para o gel.
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As amostras foram diluidas em tampao de amostra [Tris-HCI 0,0625 M, pH 6,8;
SDS 2% (m/v); B-mercaptoetanol 1,0% (v/v); glicerol 10% (v/v) e azul de bromofenol 0,1%
(m/v)] 4 vezes concentrado, aquecidas a 100 °C por 10 min, resfriada a temperatura ambiente
e em seguida 30 uL foram aplicados no gel. Os marcadores Low Weight Marker (GE healthcare)
e Unstained Protein Molecular Weight Marker (Thermo Scientific), contendo proteinas com
peso molecular conhecido, foram utilizados como padrdo. A corrida eletroforética foi realizada
a uma voltagem constante de 120 V em tampao Tris-HCI 0,025 M pH 8,3, contendo glicina
0,192 M e SDS 0,1% (m/v). Apds a corrida, os géis foram corados de acordo com protocolo
descrito por Candiano et al., 2004 e Dyballa e Metzger, 2009.

6.11 Ensaio enzimatico para determinacio de atividade quitinasica

A atividade quitinasica foi determinada pelo método colorimétrico descrito por
Legrand et al., (1987). O ensaio tem como base a detec¢do do N-acetil-D-glucosamina (GlcNAc)
liberado a partir da acdo hidrolitica sobre a quitina coloidal preparada a partir da quitosana,
conforme metodologia descrita por Reissig; Strominger e Leloir (1955).

Neste ensaio, a atividade enzimatica total mensurada engloba a agdo endo e
exoquitindsica. Inicialmente, 250 pL da amostra de proteina em tampao acetato de sodio 50
mM, pH 5,2 foram incubados com 250 pL de quitina coloidal 1% a 37 °C por 1 h sob leve
agitacdo. Nesta etapa a atividade hidrolitica da quitinase libera oligdmeros soliveis em agua a
partir de quitina coloidal. Apds esse tempo, a reagdo foi interrompida por incubagao a 100 °C
por 5 min em banho-maria e, imediatamente, resfriada em banho de gelo por 5 mim. Em seguida
o material foi centrifugado a 10.000 x g, por 10 min em MiniSpin® (Eppendorf) com rotor F45-
12-11, a temperatura ambiente para retirada do excesso de substrato insolavel. O precipitado
foi descartado e 300 pL do sobrenadante foram transferidos para um novo tubo e incubado com
10 pL de uma solugado de B-Glucuronidase (13,1 U/mL) a 37 °C, por 1 h sob leve agitacao. Esta
etapa permite que os oligossacarideos possivelmente produzidos por uma endoquitinase sejam
clivados em GlcNAc. Em seguida, a reagdo foi interrompida por incubag@o a 100 °C por 5 min
em banho-maria, seguida de resfriamento em banho de gelo por 5 min. A amostra obtida foi
incubada com 190 pL de tampao acetato de s6dio 50 mM, pH 5,2 e 100 pL de tetraborato de
potassio 0,6 M a 100 °C por 5 min e resfriada em banho de gelo por 5 min. Em seguida, foi
incubada novamente com 1 mL de DMAB [p-dimetilaminobenzaldeido 10% (m/v) preparado
em acido acético contendo 12,5% de HCI 11,5 M], diluido 2x em &cido acético, por 20 min a

37 °C sob leve agitacdo e teve sua absorbancia mensurada a 585 nm.
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O ensaio foi realizado em triplicata e o resultado expresso pela média dos trés
valores de absorbancia obtidos. A atividade quitinasica foi calculada em planilha construida no
programa Excel da Microsoft (Versdao 2012 para Windows), onde foi possivel estimar a
quantidade de GlcNAc liberada nas reacdes enzimaticas das quitinases, a partir de uma curva
padrdo construida com concentragdes conhecidas de GlcNAc comercial (100 a 600 uM)
(REISSIG; STROMINGER; LELOIR, 1955). A atividade enzimatica foi expressa em unidade
de atividade enzimatica (U), definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 nmol de

GIcNAc por 1 mLem 1 ha37 °C.

6.12 Purificacio das quitinases r40Chi4849 e r4oChiS472

6.12.1 Fracionamento das proteinas com sulfato de amoénio

O clone de P. pastoris KM71H recombinante com melhor rendimento na expressao
das quitinases foi utilizado na preparacdo de uma indu¢do em larga escala (1 litro). Esta inducao
foi realizada nas mesmas condi¢des ja descritas na se¢do 6.8, com o tempo de coleta
padronizado para 144 h. O meio livre de células foi analisado por SDS-PAGE, utilizado para
determinagdo da concentracdo de proteinas totais soliiveis, para ensaio de atividade quitinasica
e submetido a fracionamento e concentragdo das proteinas totais soliiveis por precipitacdo com
sulfato de amonio [(NH4)2SO4].

Para este procedimento, o sulfato de amdnio foi adicionado a amostra, sob agitagao
constante, para os intervalos de saturagdo de 0-35%, 35-65% e 65-95% com a finalidade de se
obter uma fracdo mais pura contendo as quitinases (GREEN; HUGHES, 1955). Apds a adigao
e completa dissolucdo do (NH4)2SO4, a amostra foi mantida em repouso overnight a temperatura
ambiente e posteriormente foi centrifugada a 12.000 x g, por 20 min a 4 °C. O sobrenadante
obtido foi utilizado para obtencao da fracdo seguinte, seguindo o mesmo procedimento, € o
precipitado foi solubilizado em um pequeno volume de dgua destilada. As fragdes obtidas,
F0/35, F35/65 e F65/95, foram exaustivamente dialisadas contra dgua destilada em uma
membrana de celulose com limite de exclusio de 12,4 kDa. Aquela que possivelmente contém
as quitinases recombinantes foi utilizada no processo de purificacdo das quitinases, realizado
através de cromatografia de afinidade com ion metalico imobilizado (IMAC - Immobilized

metal ion affinity chromatography).
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6.12.2 Cromatografia de afinidade em niquel imobilizado

ApoOs as proteinas serem concentradas com sulfato de amonio, a fragdo proteica
contendo a proteina recombinante foi dialisada contra o tampao de equilibrio Tris-HCI 50 mM,
pH 8,0, contendo NaCl 500 mM e Imidazol 5 mM por 24 h. Em seguida, a amostra foi
centrifugada a 10.000 x g, por 20 min a 4 °C para retirada de proteinas insoluveis e o
sobrenadante limpido foi aplicado na matriz cromatografica composta de 3 mL de Ni-Sepharose
6 Fast Flow de alta performance (GE Healthcare) equilibrada com o tampao de equilibrio, que
contém imidazol 5 mM para evitar a ligagdo de proteinas indesejaveis. A amostra circulou duas
vezes na coluna cromatografica e as proteinas que ndo se ligaram a matriz, ou interagiram
fracamente, foram eluidas com o tampao de equilibrio até que a Absorbancia a 280 nm do eluato
fosse menor que 0,030. Em seguida, o mesmo tampao contendo quantidades crescentes de
imidazol (25, 100 e 250 mM) foi aplicado na matriz cromatografica para permitir a eluicdo das
proteinas retidas. O fluxo de elui¢do foi de 1 mL.min!, sendo coletadas fracdes de 3 mL. Por
fim, a matriz foi regenerada por lavagem com Tris-HCl 50 mM, pH 8,0, contendo NaCl 500
mM e imidazol 500 mM, e as fragdes obtidas com absorbancia a 280 nm maior que 0,100 para
cada concentragdo de imidazol foram reunidas e dialisadas contra dgua destilada. A pureza das
proteinas recombinantes foi avaliada por SDS-PAGE, a concentracdo foi determinada pelo

método de Bradford e a atividade quitinasica foi verificada pelo ensaio enzimatico ja descrito.

6.13 Identificacido das quitinases r40Chi4849 e r4oChi5472 por espectrometria de
massas

A fim de confirmar a sequéncia primaria das quitinases r40Chi4849 e r4oChi5472
produzidas em P. pastoris KM71H, amostras das proteinas purificadas foram analisadas por
espectrometria de massas. Inicialmente, amostras contendo as proteinas foram aplicadas em gel
SDS-PAGE. As bandas referentes a cada uma das quitinases foram excisadas do gel e
submetidas a tratamento com a enzima tripsina. Os peptideos obtidos foram extraidos do gel de
acordo com Shevchenko et al., (2007).

Os peptideos tripticos foram separados em uma coluna de fase reversa BEH300
C18 (100 um x 100 mm) eluida a um fluxo de 600 uL/min e um gradiente linear de 10 % a 85 %
de acetonitrila contendo 0,1 % de acido férmico em um sistema nanoAcquity (Waters Corp)
conectado a uma fonte de nanoelectrospray de um espectrometro de massas hibrido (SYNAPT

HDMS — Waters Corp). O espectrometro de massas operou em modo positivo, sob voltagem do
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capilar de 3,5 kV e temperatura da fonte de 90 °C, e foi calibrado com ions de acido fosforico.
O Lockmass utilizado foi m/z 686,8461. As analises de LC-MS/MS foram conduzidas de acordo
com a funcdo DDA (Data Dependent Analysis — Anélise Dependente de Dados), sendo
selecionados para andlise de MS/MS ions precursores dupla- e triplamente carregados. Os ions
selecionados foram fragmentados por CID (Collision Induced Dissociation), utilizando argonio
como gas de fragmentagdo e a rampa de energia de colisdo variou de acordo com o estado de
carga do precursor selecionado. A aquisi¢cao dos dados foi realizada na faixa de m/z de 300 a
2100 para o modo MS (Iscan/seg.) € m/z de 50-2500 para modo MS/MS. Os espectros foram
coletados com o software MassLynx v4.1, processados pelo software ProteinLynx v2.4 (Waters
Corp.) e submetidos a uma busca em banco de dados local, utilizando as sequéncias de

aminodcidos das quitinases 40Chi4849 e 40Chi5472 ja conhecidas.

6.14 Caracterizacido bioquimica das quitinases r40Chi4849 e r40Chi5472

6.14.1 Atividade quitindsica com diferentes substratos

A atividade enzimatica das quitinases r4oChi4849 e r4oChi5472 foi avaliada
utilizando diferentes substratos: quitina coloidal, quitina insolivel (matriz de carapaca de
caranguejo obtida comercialmente - Sigma) e quitosana com grau de desacetilagdo de 80%.
Todos os substratos foram preparados na concentragdo de 1% (m/v), utilizando a metodologia
descrita por Choi et al., (2004) para a preparacdo da quitosana e a metodologia descrita por
Reissig; Strominger; Leloir, (1955) para a preparagdo da quitina coloidal. Para a preparagao da
quitina insoluvel, 25 mg foram resuspendidos em 2,5 mL de dgua destilada.

Nas atividades, 250 uL dos substratos foram incubados com 250 uL de amostra das
quitinases purificadas (37,5 pg) por 1 h a 37 °C. Apds o tempo de incubagdo, o ensaio de
atividade quitosanasica foi prosseguido de acordo com o método descrito por Miller (1959),
com alteragdes, e as atividades quitindsicas foram realizadas como ja descrito na se¢do 6.11.

Os testes foram realizados em triplicata e o resultado expresso em média + DP.

6.14.2 Atividade quitindsica na presenca e auséncia de f-glucuronidase

Para avaliar se as quitinases purificadas, t40Chi4849 e r4oChi5472, possuem

atividade endo e/ou exoquitindsica, ensaios de atividade quitindsica foram realizados na

presenca e na auséncia da enzima B-Glucuronidase. Para verificar o potencial endoquitinasico,
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a atividade foi realizada seguindo a mesma metodologia ja descrita na se¢do 6.11, e para
verificar o potencial exoquitinésico, a atividade foi realizada seguindo a mesma metodologia,
porém, substituindo a B-glucuronidase por agua destilada. Os ensaios foram realizados em

triplicata e o resultado expresso em média + DP.

6.14.3 Efeito do pH na atividade quitindsica

Esse experimento foi realizado para determinar o pH Otimo para a atividade
quitinasica da r4oChi4849 e da r4oChi5472. Para isso, as proteinas purificadas foram
preparadas para a concentragdo de 200 pg.mL™!' em diferentes tampdes na concentragdo de 50
mM: Glicina-HCI pH 2, Glicina-HCI pH 3, Acetato de sodio pH 4, Acetato de sodio pH 5,
Acetato de sodio pH 6, Tris-HCI1 pH 7, Tris-HCI pH 8, Glicina-HCI1 pH 9 e Glicina-HCI pH 10.
Ap0s a preparacao das solucdes de proteina, o ensaio de atividade quitinésica foi realizado
como descrito na se¢ao 6.11.

A estabilidade das quitinases frente a variagdo do pH também foi avaliada.
Inicialmente, solug¢des de proteina purificada foram preparadas para a concentracao de 200
pg.mL! nos mesmos tampdes citados acima, e incubadas por 24 h a temperatura ambiente.
Apos este tempo, as amostras foram dialisadas por 24 h no tampao para o qual as quitinases
apresentaram melhor atividade. Em seguida, o ensaio de atividade quitinésica foi realizado
como descrito na se¢do 6.11. Os testes foram realizados em triplicata e o resultado expresso em

média + DP.

6.14.4 Efeito da temperatura na atividade quitindsica

A temperatura 6tima para a atividade quitinasica da r40Chi4849 e da r40Chi5472
foi determinada realizando ensaios enzimaticos, como ja descrito na se¢do 6.11, em diferentes
temperaturas: 30, 40, 50, 60, 70 e 80 °C.

A estabilidade das quitinases em diferentes temperaturas também foi avaliada.
Inicialmente amostras de proteina purificada foram incubadas em diferentes temperaturas (30,
40, 50, 60, 70, 80,90 e 100 °C) por 1 h em banho-maria. Ap6s o tratamento térmico, as amostras
foram resfriadas e utilizadas para determinacao da atividade quitindsica, como ja descrito na
secdo 6.11, na temperatura em que apresentaram melhor atividade. Os testes foram realizados

em triplicata e o resultado expresso em média + DP.
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6.14.5 Efeito de ions metdlicos e agentes quimicos na atividade quitindsica

O efeito de ions metalicos e agentes quimicos desnaturantes, quelantes e redutores
sobre a atividade enzimatica das quitinases r40Chi4849 e r40Chi5472 foi investigado. Para
isso, as proteinas purificadas foram incubadas por 1 hora a 30 °C na presenga de solucdes de
AlCI3, BaClz, CdCla, CaCl2, CsCl, PbClz, CoClz, CuCla, SrClz, FeCls, LaClz, LiCl, MgCl.,
MnCl, HgCl, NiCl,, AgCl, RbCl e ZnCl; na concentragdo final de 5 mM e na presenga de
solugdes de SDS (0,5, 1,0 e 2,0%), EDTA (5, 50 e 100 mM), DTT (5, 50 ¢ 100 mM) e B-
mercaptoetanol (5%). Apds o tempo de incubacdo, o ensaio de atividade quitinasica foi
realizado, conforme descrito na se¢do 6.11.

O efeito do Cloreto de Sodio (NaCl) sobre a atividade enzimatica das quitinases
também foi investigado. Para isso, ensaios de atividade quitinasica das proteinas purificadas
foram realizados na presenga de NaCl em diferentes concentragdes: 0,5, 1,0, 1,5 ¢ 2,0 M.

Os testes foram realizados em triplicata, e o resultado expresso em média + DP foi
comparado a atividade das quitinases sem a presenca dos tratamentos através da aplicagao do

teste One-way ANOVA com pos-teste de Bonferroni (p < 0,05).

6.14.6 Andlise por Dicroismo Circular

O dicroismo circular ou CD (do inglés Circular Dichroism) é uma técnica de
espectroscopia que tem como base a absorcao diferenciada da luz circularmente polarizada, no
sentido horario e ou anti-horario, por croméforos que possuem quiralidade intrinseca ou sao
colocados em ambientes quirais. Nas proteinas, os crom6foros responsaveis pelo espectro de
CD sao as ligacdes peptidicas, os residuos aromaticos do triptofano, da tirosina e da fenilalanina,
e as ligacdes dissulfeto. Na regido do UV distante (190 nm a 240 nm), a ligacdo peptidica € o
principal grupo absorvente e estudos nesta regido podem fornecer informacgdes sobre a estrutura
secundaria das proteinas (KELLY; PRICE, 2000).

A estabilidade estrutural das quitinases r40Chi4849 e r40Chi5472 em diferentes
condig¢des de pH e temperatura foi investigada por analises de CD em espectropolarimetro Jasco,
modelo J-815 (Jasco International Corporation, Téquio, Japao) conectado a um peltier com
temperatura controlada. As amostras de proteina purificada foram adicionadas a uma cubeta
retangular de quartzo com caminho 6tico de 0,1 cm e analisadas na regido do UV distante (190

1

a 240 nm). Os espectros foram gerados a uma velocidade de varredura de 50 nm.min™', com

média de 8 varreduras e largura de banda de 1 nm, sob N> constante e temperatura de 20 °C.
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O efeito do pH na estrutura secundéria das quitinases foi avaliado. Amostras da
quitinase r40Chi4849 a 0,2 mg.mL"! foram preparadas nos tampdes Glicina HCI pH 2, Acetato
de sodio pH 5 e Glicina HCI pH 10, e amostras da quitinase r40Chi5472 a 0,4 mg.mL"! foram
preparadas nos tampdes Glicina HCI pH 2, Acetato de s6dio pH 6 e Glicina HCI pH 10, todos
na concentragdo de 50 mM. As proteinas ficaram em contato com os tampdes por 24 horas a
4 °C e em seguida os espectros de CD foram obtidos a 20 °C na faixa de 190 a 240 nm.

Os parametros termodinamicos de enovelamento e desnaturagdao das quitinases
foram analisados com amostras de proteina a 0,2 mg.mL"!. Para o calculo da temperatura de
melting (Tm), as mudangas na elipticidade molar em fungdo da temperatura, entre 20 e 95 °C,
foram monitoradas a 215 nm com uma rampa de temperatura com taxa de 3 °C.min! e
amostragem obtida a cada 1 °C. Espectros entre 190 e 240 nm foram obtidos ap0s as quitinases
serem submetidas, por 5 min, a temperatura de 20 °C, onde espera-se que se apresentem na
conformagao nativa, e a 95 °C, onde espera-se que se apresentem desnaturadas (GREENFIELD,
2006a). Apos a desnaturagdo a 95 °C as amostras retornaram a temperatura de 20 °C e uma
nova medida de CD foi realizada para verificar a reversibilidade da desnaturagdo térmica.

Os espectros obtidos nas analises foram corrigidos com o “branco”, 4gua ou tampao,

e a elipticidade molar residual ([0]) expressa em miligraus (mdeg).

6.14.7 Cinética enzimatica

Os parametros cinéticos da atividade enzimatica da r4o0Chi4849 e da r40Chi5472
foram determinados a partir da atividade qutinasica especifica obtida em 60 min de incubagao,
a 40 °C, com a quitina coloidal. Os ensaios enzimaticos foram realizados, conforme descrito na
se¢do0 6.11, com amostras da proteina purificada r40Chi4849 a 0,1 mg.mL"! em tampao acetato
de sodio 50 mM, pH 5,0 e r40Chi5472 a 0,5 mg.mL"! em tampdo acetato de sédio 50 mM, pH
6,0, com concentragio final de quitina coloidal variando de 0,5 a 5 mg.mL™! (0,5; 1,0; 1,5; 2,0;
2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 4,5 ¢ 5,0 mg.mL"). Todos os ensaios foram realizados em triplicata e o
resultado expresso pela média dos trés valores obtidos.

Os valores da velocidade enzimatica (atividade quitindsica expressa em nmol de
GIcNAc obtido por nmol de enzima em 1 min) para cada concentracdo de substrato foram
calculados no Microsoft Excel (Versdao 2012 para Windows) e posteriormente plotados no
software GraphPad Prism (Versao 5.0 para Windows, San Diego California USA) com linha de
tendéncia logaritmica, onde foram obtidos os valores de Vimax, Km, Kcar € a Eficiéncia Catalitica

(Kea/ Km) (DA CRUZ et al., 2019).
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6.14.8 Perfil da producdo de oligomeros

O perfil dos oligdmeros de GIcNAc produzidos pela acdo enzimatica das quitinases
rAoChi4849 e rAoChi5472, utilizando a quitina coloidal como substrato, foi investigado por
espectrometria de massas.

Para obtencdo dos oligdmeros, 1,0 mL de amostra de cada quitinase foi preparado
para na concentracdo de 1,0 mg.mL™! em tampdo acetato de sédio 50 mM em pH 5,0 para a
rAoChi4849 e pH 6,0 para a r40Chi5472. Em seguida, as amostras foram incubadas com 1,0
mL de quitina coloidal 1% por 24 h a 40 °C em incubadora sob agitagdo constante (TE-422,
TECNAL). Apos esse tempo, as amostras foram incubadas a 100 °C por 5 min para inativagao
da enzima e centrifugadas a 12.000 x g, por 10 min a 20 °C. O precipitado obtido foi descartado
e o sobrenadante, contendo os oligdmeros de GlcNAc soluveis, foi utilizado para quantificagdo
de agucares redutores com o reagente acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), de acordo com a
metodologia descrita por Miller (1959).

A massa molecular média dos oligdmeros de GlcNAc obtidos foi determinada por
Espectrometria de Massas com lonizagao por Electrospray (ESI-MS). A amostra foi dissolvida
em uma solucao de acetonitrila 50% contendo acido formico 0,2%, para a concentragdo de 0,3
mg.mL!. Uma aliquota de 100 pL foi centrifugada a 8.000 x g por 5 min e depois carregada em
uma fonte de nanoelectrospray acoplada a um espectrometro de massa Synapt HDMS ESI-Q-
ToF (Waters Corp., Milford, MA, EUA), usando uma seringa de Hamilton. O instrumento foi
calibrado com de 4cido fosforico, operado no modo positivo, usando uma temperatura da fonte
de 363K e voltagem capilar a 2,5 kV. Os espectros de massa foram adquiridos por varredura na
faixa de m/z de 100 a 1.500 e a 1 scans/s. A coleta e o processamento dos dados foram

controlados pelo software MassLynx 4.1 (Waters).

6.15 Atividade biolégica das quitinases r40Chi4849 e r40Chi5472

6.15.1 Atividade sobre o crescimento micelial de fungos filamentosos fitopatogénicos

A agdo antifungica das quitinases r40Chi4849 e r4oChi5472 sobre espécies de
fungos filamentosos fitopatogénicos foi realizada utilizando-se os métodos descritos por Lopes
Neto (2014), com modificagdes.

O cultivo dos fungos filamentosos (isolados CCJ127, CCJ166, CCJ184, BAN7,
BAN16, BAN100 e BAN225) foi realizado em placa de Petri (90 cm x 15 mm) contendo meio
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de cultura BDA (Potato Dextrose Agar M096, HIMEDIA). Os fungos foram mantidos em sala
de incubacdo a temperatura de 28 °C, com fotoperiodo de 10 h de claro e 14 h de escuro, e
renovados pela transferéncia de um fragmento de micélio com 8 mm de didmetro para uma
nova placa com BDA a cada 15 dias.

Os ensaios de atividade antifingica foram montados de duas formas diferentes. Na
primeira, discos de micélio de 8 mm de didmetro foram retirados de placas com oito dias de
incubacdo e repicados no centro de novas placas contendo 20 mL de BDA. Em seguida, os
tratamentos foram adicionados sobre discos de papel filtro de 10 mm de diametro colocados
sobre a superficie do meio BDA equidistantes 2,0 cm do disco fungico (Figura 4A). Na segunda,
cada tratamento foi espalhado sobre a superficie de uma placa contendo BDA com o auxilio de
uma alca de Drigalski. Em seguida, um disco de micélio de 8 mm de diametro obtido de placas
com oito dias de incubac¢do foi adicionado sobre as placas contendo cada tratamento (Figura
4B). Em ambos os ensaios os seguintes tratamentos foram utilizados: uma solugdo de proteina
(rAoChi4849 ou r40Chi5472) na dose de 500 pg, 100 puL de tampao acetato de s6dio S0 mM
(pH 5,0) como controle negativo dar40Chi4849, 100 nL de dgua destilada estéril como controle
negativo da r40Chi5472, o fungicida carbendazim na dose de 2 ou 5 pg como controle positivo
dos isolados BAN7, CCJ127, CCJ166 ¢ CCJ184 e o fungicida tiabendazol na dose de 5 mg
como controle positivo para os isolados BAN16, BAN100 e BAN225.

Todos os tratamentos, exceto os fungicidas, foram esterilizados por filtracdo em
membrana de ultrafiltragdo (0,22 pm - KASVI). Os experimentos foram realizados em triplicata
para cada isolado fiingico, sendo cada uma das repeti¢des constituida de uma placa contendo
todos os tratamentos, nos ensaios realizados pela difusdo dos tratamentos em discos de papel,
e uma placa para cada tratamento, nos ensaios realizados pelo espalhamento dos tratamentos
no meio BDA. Todos os processos foram realizados em cdmara de fluxo laminar. As placas
foram mantidas em sala de incubacdo a 28 °C, com fotoperiodo de 10 h de claro e 14 h de
escuro, até o micélio atingir a borda da placa.

Para a avaliagdo da agdo antifungica das quitinases fez-se os seguintes
procedimentos: nos ensaios realizados utilizando discos de papel, uma reta foi construida sobre
a placa de Petri ligando o centro da placa, onde foi colocado o disco fingico, ao centro dos
discos de papel, onde foram adicionados os tratamentos (Figura 4A); nos ensaios realizados
pelo espalhamento dos tratamentos sobre o meio BDA, uma reta foi construida sobre a placa de
Petri ligando o centro da placa, onde foi colocado o disco flngico, as extremidades da placa
(Figura 4B). A cada 24 h de incubacdo, o crescimento micelial foi medido com auxilio de um

paquimetro (DIGIMESS) sobre as retas construidas nas placas e fez-se registros fotograficos.
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Figura 4 — Esquema de montagem dos ensaios de atividade antifingica das quitinases
r40Chi4849 e r40Chi5472.

(A) (B)

Fonte: elaborada pela autora. Esquema de montagem dos ensaios de atividade antifingica
das quitinases r4oChi4849 e r4oChi5472. (A) Ensaio realizado pela difusao dos
tratamentos em discos de papel. F: disco fungico (8 mm). P: proteina recombinante na dose
de 500 pg; +: controle positivo, carbendazim (2 pg) ou tiabendazol (5 mg); -: controle
negativo, tampao acetato de s6dio 50 mM, pH 5,0 (para a r40Chi4849) ou agua destilada
estéril (para a r40Chi5472). (B) Ensaio realizado pelo espalhamento dos tratamentos na
superficie do meio BDA. F: disco fungico (8 mm). A reta vermelha representa a faixa
padrdo desenhada para orientar a medi¢do do micélio fungico.

6.15.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

O efeito da atividade antifingica da quitinase r40Chi5472 sobre o desenvolvimento
micelial de um isolado fingico foi analisado por MEV.

As amostras biologicas foram obtidas a partir de placas montadas durante o
experimento de atividade antifingica. Inicialmente, cortes de aproximadamente 5 mm? foram
realizados na area micelial em contato com os tratamentos (proteina, antifingico e dgua) e
incubados em uma solu¢do de Karnovsky (paraformaldeido 4%, glutaraldeido 5% CaCl 0,05%)
para a fixacdo primaria do material biologico. As amostras foram armazenadas a 4 °C e
posteriormente utilizadas. Na sequéncia, a solu¢do de Karnovsky foi descartada e a amostra
lavada trés vezes com tampao Cacodilato 50 mM, pH 7,0, com um intervalo de tempo de 10
min em cada lavagem. Em seguida, foi realizada a fixagio secundaria com Tetroxido de Osmio
1% por 1 h. Apds este tempo, o fixador foi descartado e as amostras lavadas trés vezes com
agua destilada, com um intervalo de tempo de 10 min em cada lavagem. Em seguida, as
amostras foram desidratadas por lavagens com dilui¢des sucessivas de etanol (20, 30, 40, 50,
60, 70, 80 € 90%), com um intervalo de 15 min em cada lavagem. Na etapa final de desidratacao,
as amostras foram lavadas trés vezes com etanol 100% e transferidas para “gaiolas”, suportes

onde foram secas em aparelho de secagem ao ponto critico (Quorum K850). Apos secagem, as
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amostras foram montadas em porta amostras (stubs) e recobertas com uma camada de ouro em
metalizadora (Emitech K550). Posteriormente foram analisadas no Microscopio Eletronico de
Varredura (TESCAN, modelo VEGA 3 SBU), sob uma voltagem de aceleragao de 15 kv, para
visualizag¢ao da estrutura micelial e obtengdo das imagens (BOZZOLA; RUSSELL, 1999).

6.15.3 Atividade com fungos leveduriformes do género Candida

A investigacdo da atividade antifingica das quitinases r40Chi4849 e r40Chi5472
sobre leveduras do género Candida foi realizada pela técnica de microdilui¢do em caldo, de
acordo com o documento M27-A3 do Clinical e Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008),
utilizando o meio de cultura RPMI 1640 (pH 7,0 + 0,1) tamponado com 0,165 M do acido
morfolinopropanosulfonico (MOPS) (Sigma, EUA). Os ensaios foram realizados com as cepas
de referéncia C. parapsilosis ATCC 22019 e C. krusei ATCC 6258 e uma cepa clinica de C.
albicans resistentes ao antifungico fluconazol - C. albicans 2 (71).

As cepas foram semeadas em agar Sabouraud dextrose e incubadas a 35° C por 24
h. Apos esse tempo, uma suspensao de indculo inicial foi preparada de acordo com a escala 0,5
McFarland. Em seguida, foram realizadas dilui¢des seriadas em meio RPMI 1640 para obtencao
do indculo final contendo 0,5 a 2,5 x 10> UFC.mL"!. Solugdes das quitinases r40Chi4849 e
rAoChi5472, em diferentes concentra¢des (750 a 1,46 pg.ml!), foram preparadas em tampio
acetato de sddio 50 mM (pH 5,0) e 4gua, respectivamente. Em seguida, as diferentes
concentragdes de proteina foram incubadas com os indculos, preparados para cada cepa, em
microplacas de 96 pocos a uma temperatura de 35 °C por 24 h. Tampao acetato de sodio 50 mM
(pH 5,0) e agua, também foram utilizados como tratamento (controle). Apds o tempo de
incubacgdo, as placas foram examinadas visualmente para determinar a Concentragao Inibitoria
Minima (CIM), definida como a menor concentracdo da substancia capaz de inibir 50% do
crescimento do microrganismo, em comparagdo com o resultado verificado no pogo controle
contendo somente meio de cultura e no poco controle contendo o inoculo sem tratamento (CLSI,
2008). Os testes foram realizados em triplicata para todas as cepas testadas, sendo cada uma
das repeticdes constituida de um experimento independente.

Em virtude da quitinase r40Chi5472 ter apresentado atividade antifungica, sobre
estas cepas de Candida, em concentragdes baixa de proteina, inclusive sobre a cepa clinica,
novos testes antifiingicos foram realizados com esta proteina na faixa de 800 a 2 pg.ml™,
incluindo novas cepas de Candida. Para isso, foram utilizadas seis cepas clinicas de C. albicans

(duas sensiveis ao fluconazol e quatro resistentes), cinco cepas clinicas de C. parapsilosis (duas
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sensiveis ao fluconazol e trés resistentes) e quatro cepas clinicas de C. tropicalis (uma sensivel
ao fluconazol e trés resistentes). As cepas foram semeadas em agar Sabouraud dextrose,

incubadas a 35 °C por 24 h e utilizadas para determinacgao da CIM, como descrito acima.

6.15.4 Atividade com cepas de Bactérias

A investigacdo da atividade antibacteriana das quitinases r4oChi4849 e
rAoChi5472 foi realizada sobre as cepas de bactérias S. aureus ATCC 6538P, S. aureus ATCC
65398 meticilina resistente (MRSA) e uma cepa clinica de S. aureus (S. aureus 1 MRSA), pela
técnica de diluicdo em microplacas de 96 pocos, de acordo com a metodologia descrita no
protocolo M7-A10 do CLSI (CLSI, 2015).

As bactérias foram cultivadas a 35 °C por 24 h em dgar Mueller-Hinton e, ap6s esse
tempo, foram utilizadas para a preparagdo de um inoculo inicial de acordo com a escala 0,5
McFarland. Em seguida, este inoculo foi diluido em caldo Mueller-Hinton para a concentragao
de 107 UFC.mL!. Solugdes das quitinases r4oChi4849 e rdoChi5472, em diferentes
concentragdes (1500 a 2,92 pg.ml!) foram preparadas em tampao acetato de sédio 50 mM (pH
5,0) e agua, respectivamente. Em seguida, as diferentes concentracdes de proteina foram
incubadas com os indculos das bactérias em microplacas de 96 pocos por 20 h a 35 °C. Tampao
acetato de sodio 50 mM (pH 5,0) e agua foram utilizados como tratamento controle. Apds o
tempo de incubagdo, as placas foram examinadas visualmente para determinar a Concentragao
Inibitoéria Minima (CIM), definida como a menor concentragdo da substancia capaz de inibir
completamente o crescimento do microrganismo, em comparagdo com o resultado verificado
no pogo controle contendo somente meio de cultura e no pogo controle contendo o inoculo sem
tratamento (CLSI, 2015). Os testes foram realizados em triplicata para todas as cepas testadas,

sendo cada uma das repetigdes constituida de um experimento independente.

6.16 Analise estatistica

Todos os experimentos de atividade quitindsica e os ensaios de atividade
antifingica e antibacteriana foram realizados em triplicata. O efeito dos ions metalicos e dos
agentes quimicos na atividade quitinasica e a atividade antifiingica sobre os fungos filamentosos
foram comparados aos seus respectivos controles pelo teste One-way ANOVA com pos-teste
de Bonferroni usando o programa GraphPad Prism (Versdo 5.0 para Windows, San Diego

California USA). Os dados foram considerados estatisticamente significantes quando p < 0,05.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 Analise in silico da sequéncia de aminoacidos das quitinases 40Chi4849 e A0Chi5472

As sequéncias de aminodcidos das quitinases AoChi4849 e AoChi5472 foram
obtidas a partir da sequéncia de nucleotideos (APENDICE A) no ExPASy Translate tool
(https://web.expasy.org/translate/). As sequéncias de aminoacidos obtidas correspondem a
proteinas de 274 e 322 residuos de aminoécidos para as ORF A40Chi4849 e A0Chi5472,
respectivamente (APENDICE C).

7.1.1 Predicdo de peptideo sinal
A analise no SignalP 4.1 da sequéncia de aminoacidos das quitinases 40Chi4849 e
AoChi5472 indicou que ambas apresentam peptideo sinal na regido N-terminal, sugerindo que

sejam sintetizadas como pré-proteinas. Para a 40Chi4849 o peptideo sinal corresponde aos

residuos 1-28 (Figura 5) e para a AoChi5472 aos residuos 1-23 (Figura 6).

Figura 5 — Predicao do peptideo sinal na sequéncia primaria da 40Chi4849.

SignalP-4.1 prediction (euk networks): Sequence

06 | il
2 |
& 04 IH
. _1mimn||\H||\T|'i||H’muul'n"mmmmmr_

MAFNMRKHLS | AFLGLFALA | | PHNVIMSONCGCA PNLCC SQFGYCGTGKDYCGAGC KEGPCT STPSPT P

0 10 20 30 40 50 60 70

Position

Measure Position Value Cutoff signal peptide?

max. C 29 0.805

max. Y 29 0.845

max. S lo 0.980

mean S 1-28 0.890

D 1-28 0.869 0.450 ¥YES

Name=Sequence SP='YES' Cleavage site between pos. 28 and 29:

VMS-QN D=0.869 D-cutoff=0.450 Networks=SignalP-noTM

Fonte: elaborada pela autora. Analise da sequéncia primaria da 40Chi4849 no
SignalP 4.1 mostrando a presenga de um peptideo sinal com 28 aminoécidos.
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Figura 6 — Predigdo do peptideo sinal na sequéncia primaria da 40Chi5472.

SignalP-4.1 prediction (euk networks): Sequence
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METKWLLLLTMAILSLIIVTVNGDGEMPSVKPIVKIVKGKKLCD KGWEC KGLS EYCCNQT ISDYFQT YOH

0 10 20 30 40 50 60 70

Position
Measure Position Value Cutoff signal peptide?
max. C 24 0.849
max. Y 24 0.894
max. S 14 0.982
mean S 1-23 0.941]
D 1-23 0.919 0.450 YES

Name=Sequence SP='YES' Cleavage site between pos. 23 and 24:
VNG-DG D=0.919 D-cutoff=0.450 Networks=SignalP-noTM

Fonte: elaborada pela autora. Analise da sequéncia primaria da 40Chi5472 no
SignalP 4.1 mostrando a presenga de um peptideo sinal com 23 aminoacidos.

A previsdo da sequéncia primaria do peptideo sinal das quitinases 40Chi4849 e
AoChi5472 foi fundamental na projecdo dos cassetes de expressdo destinados ao vetor
pPICZoA. Nessa estratégia, faz-se a remogao desses residuos e considera-se apenas a sequéncia
primaria da proteina madura, ja4 que o vetor garante a secre¢do das proteinas recombinantes

devido a presenca do sinal de secrecdo de S. cerevisiae (fator o) (DALY; HEARN, 2005).

7.1.2 Predicdo de dominios

A busca por dominios conservados no CDD com a sequéncia primaria das proteinas
maduras (APENDICE C) mostrou que as duas quitinases apresentam regiio conservada
caracteristica das quitinases GH19 pertencentes a superfamilia lisozima-like, confirmando
dados mostrados por Aragao (2015). A 40Chi4849 apresenta um dominio de liga¢do a quitina
tipo 1 (ChtBD1), referente aos residuos 5-28 na regido N-terminal (nimero de acesso no CDD:
cd00325) e um dominio catalitico (CatD) quitinase GH19 na regido C-terminal referente aos
residuos 51-246 (ntimero de acesso: Pfam00187), separados por uma regido rica em Pro e Glv.
J& a AoChi5472 apresenta apenas o dominio catalitico quitinase GH19 na regido C-terminal

(namero de acesso: cd00325) referente aos residuos 46-270 (Figura 7).
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Figura 7 - Representacdo dos dominios conservados na AoChi4849 e AoChi5472.
(A)
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Fonte: elaborada pela autora. Dominios conservados identificados nas quitinases do cajueiro através da busca de
danos no CDD. (A) Dominio de ligagdo a quitina (residuos 5-28) e dominio catalitico quitinase GH19 (residuos
51-246) da AoChi4849. (B) Dominio catalitico quitinase GH19 (residuos 46-270) da AoChi5472.

A figura 8 mostra que a estrutura primaria da 40Chi4849 sem os residuos de
aminoacidos referentes ao peptideo sinal corresponde a 246 residuos de aminoacidos,
compreendendo um dominio de ligacdo a quitina de 24 residuos (em amarelo: 5-28) e um
dominio catalitico de 196 residuos (em azul turquesa: 51-246). A estrutura primaria da
AoChi5472, sem os residuos de aminoacidos referente ao peptideo sinal, corresponde a 299
residuos de aminoacidos e apresenta um dominio catalitico de 225 residuos (em azul turquesa:
46-270). Os residuos de prolina e glicina do /ink entre o dominio de ligagdo e o dominio

catalitico da A40Chi4849 estao marcados na cor lilas.

Figura 8 - Representacdo dos dominios conservados na sequéncia primdria da AoChi4849 e da AoChi5472.

>AoChi4849
1 QNCGCAPNLCCSQFGYCGTGKDYCGAGCKE@BCTSTESETEBEBESVANT 50
51 VTAAFFDGIKNQAAASCVGKSFYTRDGFLTAAKSFPQFGSGSADQSKREI 100
101 AAFFAHVTHETGHLCYTEEIDKSNAYCDQSNTQYRCVPGKKYYGRGPLQL 150
151 TWNYNYGACGKAVGFDGLNAPETVSNNPAVSFKSALWEWMTNVHSVVNQG 200
201 FGATIQKINGALECGGKQPDKVKARVGYYTDYCKKFGVDPGONLSC---- 246

>AoChib472
1 DGEMPSVKPIVKIVKGKKLCDKGWECKGLSEYCCNQTISDYFQTYQFENL 50
51 FSKRNTPVAHAAGEFWDYHSFITAAAVYQPKGFGTTGGKLMGQOREVAAFLG 100
101 HVGSKTSCGYGVATGGPLAWGLCYNKEMSPSQTYCDDSEFKFIYPCTPGIS 150
151 YHGRGALPLYWNYNYGETGEALKVDLLNHPEYIENNATLAFQTAIWRWMT 200
201 PVKKHQPSAHDVEVGNWKPTKNDTEAKRIPGEGTTMNVLYGDQVCGNGDD 250
251 HESMNNVVSHYLYYLDLMGVGREEAGPHELLSCGQQKAFNPSSSSSSSS—- 299

Fonte: elaborada pela autora. Os residuos de aminoacidos das sequéncias primarias das proteinas estdo numerados
a direita e a esquerda das sequéncias. Na cor amarela esta o ChtBD (residuos 5-28) da 40Chi4849, na cor lilas
estdo os residuos de Pro e Glv do /ink entre o ChtBD e o CatD da 40Chi4849 e na cor azul turquesa estdo os CatD
quitinase_ GH19 da 40Chi4849 (residuos 51-246) e da AoChi5472 (residuos 46-270), respectivamente.



82

Segundo Kesari et al. (2015), o genoma de plantas contém um grande niimero de
sequéncias que codificam proteinas com alta semelhanca e homologia estrutural com quitinases
GH18 e GHI19, e que eventos de duplicacdo de genes de quitinases seguidos por mutagao
resultaram em substitui¢des no ChtBD ou CatD e, consequentemente, na perda da capacidade
de se ligar a quitina e na perda da atividade catalitica, como € o caso de muitas CLPs (Proteinas
semelhantes a quitinase). Esses achados sugerem que a perda do ChtBD de uma quitinase pode
ocorrer como resultado de um evento evolutivo durante a duplicagdo do gene e o mesmo pode
ter ocorrido com a 40Chi5472. Mesmo assim, muitas CLPs sem ChtBDs tipicos, podem se ligar
a quitina com alta afinidade assim como quitinases, devido a afinidade de alguns residuos de
aminoacido a este polissacarideo (KESARI et al., 2015).

Quando presente, o0 ChtBD das quitinases ocorre tipicamente na regido N-terminal,
contém de 30 a 43 residuos de aminodcidos e até oito residuos conservados de Cys formando
ligagdes dissulfeto (PRICE et al., 2015). A estrutura primaria do ChtBD da 40Chi4849 ¢ do
tipo heveina (5-CAPNLCCSQFGYCGTGKDYCGAGC-28), contém 6 residuos de Cys e segue
o padrao consenso C-x(4,5)-C-C-S-x(2)-G-x-C-G-x(3,4)-[FYW]-C, uma assinatura para o
ChtBD1 de acordo com o PROSITE (numero de acesso: PS00026) (Figura 9).

A sequéncia primdria do ChtBD da 40Chi4849 foi alinhada com a sequéncia
primaria do ChtBD de outras proteinas vegetais com estrutura 3D conhecida e disponibilizadas
no PDB. Como pode ser observado na figura 9, a sequéncia de aminoacidos do ChtBDI1 da
AoChi4849 apresenta similaridade com as demais, sobretudo na regido consenso do ChtBD1
(destacado em letras amarelas) e entre os residuos de aminodcidos envolvidos na ligagdo a

quitina (marcados com triangulos vermelhos), serina (S), glicina (G) e tirosina (Y).

Figura 9 — Alinhamento multiplo entre o ChtBD da 40Chi4849 ¢ ChtBDs com estrutura 3D conhecida.

AoChi4d849 ONC-=——-—- ECINENT.CCSQO) Kid{e{eyNe CK-EGP@TS 35
1P9Z —-TCA-SRCPRPENAGIH&&S T Y SeAA)eleINe-NCRCQOORG 40

1P9G —TCA-SRCPRPENAGIH&&S T Y SEeAAMeleNe-NCRCOORG 40
2LB7 QRCGDQARGAKEPNCHS®GKY] SEeDAMeOINE- SCOSQOERG 42
1WKX EQCGROAGGKL®P DiNifeles]e]) STDEpESPDHNCQSN[@KD 43
109B EQCGROAGGKLEPNNINee]0] STDEpESPDHNCQSN[@KD 43
2DKV EQCGAQAGGARSPNCIHS&SR I TSngeeD--GCOSO@S—- 40
4MPI EQCGROAGGALEPGCINee]0)Y| ANTPEp{&€S--GCOSOEDG 41
* ***. :*:*.. :*. *
AAAA A

Fonte: elaborada pela autora. Alinhamento multiplo realizado no Clustal Omega entre as sequéncias de
aminoacidos do ChtBD da 40Chi4849 e do ChtBD de Eucommia ulmoides (PDB IDs: 1P9Z e 1P9G),
Triticum kiharae (PDB ID: 2LB7), Oryza sativa subsp. japonica (PDB ID: 2DKV) e Hevea brasiliensis
(PDB ID: 1WKX, 1Q9B e 4MPI). As posi¢des em que a sequéncia de aminodcidos da 40Chi4849 apresenta
similaridade com as demais sequéncias estdo sombreadas em preto. O padrao consenso do PROSITE para
o ChtBD1 esta destacados em amarelo e os residuos envolvidos na ligagdo a quitina estdo indicadas por
triangulos. O nimero de residuos de aminoacidos de cada dominio esta a direita de cada sequéncia.
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A sequéncia de aminoacidos do CatD das quitinases 40Chi4849 e 40Chi5472 foi
alinhada com a sequéncia primaria de CatDs de proteinas vegetais com estrutura 3D conhecida
e disponibilizadas no PDB (Figura 10). Como pode ser observado, o CatD da quitinase
AoChi4849 também segue o padrdo consenso para as quitinases GH19 apresentado pelo
PROSITE tanto na assinatura 1 (nimero de acesso: PS00773) C-x(4,5)-F-Y-[ST]-x(3)-[FY]-
[LIVMF]-x-A-x(3)-[ YF]-x(2)-F-[GSA], quanto na assinatura 2 (nimero de acesso: PS00774)
[LIVM]-[GSA]-F-x-[STAG](2)-[LIVMFY]-W-[FY]-W-[LIVM] (Figura 10). Ja o CatD da
quitinase AoChi5472 apresenta algumas substituigdes na sequéncia padrao referente as duas
assinaturas do PROSITE (Figura 10).

O alinhamento do dominio catalitico das quitinases revelou que a AoChi4849
apresenta os residuos cataliticos tipicos das quitinases GH19, caracterizado por um padrao
conservado de 3 residuos, Glu-Xn-Glu-Xn-Ser/Thr (Figura 10). Isso sugere que esta quitinase
seja enzimaticamente ativa em relagdo a degradacdo da quitina. No entanto, na quitinase
AoChi5472, os residuos possivelmente envolvidos na catalise seguem o padrao Lys-Xn-Glu-
Xn-Tyr (Figura 10). Isso sugere a presenca de duas mutagdes no sitio catalitico da 40Chi5472,
0 que pode causar ou ndo a perda da atividade catalitica sobre a quitina. Nesse caso, a
substitui¢do da Ser/Thr por Tyr poderia ndo causar perda da atividade devido a semelhanga de
polaridade entre esses aminoacidos, no entanto, a substitui¢do de um aminoacido acido (Glu)
por um aminodacido basico (Lys) pode ser fator crucial para a perda da atividade. Dessa forma,
os residuos envolvidos na catalise das quitinases do cajueiro teriam a seguinte numeracao:
Glu'® (E), Glu'¥ (E) e Thr!” (T) na 40Chi4849 e Lys'?® (K), Glu'>® (E) e Tyr'*? (Y) na
AoChi5472 (Figura 10), (APENDICE C).

Diante disso, percebeu-se a necessidade de se obter mais informagdes sobre a
funcionalidade dessas quitinases. Para isso, inicialmente, andlises evolutivas foram realizadas
para investigar a relagdo filogenética das duas quitinase, 40Chi4849 e A0Chi5472, com outras
quitinases de plantas representantes das classes I, 11, IV, VI e VII, e assim, determinar a qual

classe essas quitinases pertencem.
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Figura 10 — Alinhamento multiplo entre o CatD das quitinases 40Chi4849 e 40Chi5472 com o CatD de proteinas

com estrutura 3D conhecida.
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Fonte: elaborada pela autora. Alinhamento multiplo realizado no Clustal Omega entre as sequéncias de
aminoacidos do CatD das quitinases A0Chi4849 e AoChi5472 com o CatD de Brassica juncea (PDB ID: 2Z37),
Vigna unguiculata (PDB ID: 3W3E), Canavalia ensiformis (PDB ID: 1DX]J), Carica papaya (PDB ID: 3CQL),
Oryza sativa subsp. japonica (PDB ID: 2DKYV), Secale cereale (PDB 1D: 4DWX), Hordeum vulgare (PDB IDs:
2BAA e 1CNS) e Picea abies (PDB ID: 3HBD). Os residuos idénticos para todas as sequéncias estdo sombreados
em preto, os padrdes consenso 1 e 2 do PROSITE para o CatD estdo destacados em amarelo, os residuos cataliticos
estdo destacados em vermelho e as Cys conservadas nas quitinases GH19 estdo marcados com #.
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7.1.3 Analise filogenética, modelagem e docking molecular

Para determinar a qual classe as quitinases de caju pertencem, suas sequéncias de
aminoacidos foram alinhadas as estruturas primarias de quitinases GH19 de plantas
representativas das classes I, II, IV, VI e VIIL. O alinhamento multiplo evidenciou relagdo mais
proxima da 40Chi4849 com membros da classe IV e a 40Chi5472 com membros da classe VI
(alinhamento nao mostrado). Para reforcar essa suposicdo, as estruturas primarias foram
alinhadas com diversos membros de cada classe de quitinases vegetais GH19 e analises
evolutivas foram realizadas no MEGA X (KUMAR et al., 2018). Como pode ser observado na
Figura 11, a sequéncia da 40Chi4849 foi recuperada dentro de um clado que agrupou todas as
quitinases de classe IV e a 40Chi5472 agrupada em um clado com as quitinases de classe VI.
Além disso, constatou-se por meio do alinhamento da sequéncia de aminoacidos do dominio
catalitico da 40Chi5472 com sequéncias de aminoacidos de quitinases representantes da classe
VI, que, os mesmos residuos de aminoacidos envolvidos na catalise da 40Chi5472, Lys!?%,
Glu'’ e Tyr'®?, sio também encontrados nas quitinases agrupadas na classe VI (Figura 12).

O dominio catalitico GH19 das quitinases vegetais € estabilizado por trés ligagdes
dissulfeto, envolvendo seis residuos de Cys conservados, Cys! = Cys?®, Cys? = Cys'®, Cys® =
Cys'>®, Cys* = Cys!® Cys® = Cys**? e Cys® = Cys?! na 40Chi4849 (Figura 10). No entanto, na
estrutura da 40Chi5472, o Cys' é substituido por um residuo de Ala (Ala®?), enquanto um novo
residuo de Cys emergiu em outro local (Cys'*!) substituindo um residuo de Gly que é
conservado em quitinases das classes I e II ou ausente nas quitinases pertencentes as classes IV
e VII (Figura 13). Dessa forma, os residuos de Cys foram identificados nas seguintes posigoes:
Cys!' = Cys!3!, Cys? = Cys!*, Cys® = Cys'®, Cys* = Cys'®®, Cys® = Cys?®® e Cys® = Cys*"’
(Figura 13). Curiosamente, esta mutacdo envolvendo os residuos Cys e Gly conservados foi
encontrada também nas demais quitinases de classe VI analisadas (dados ndo mostrados).

Outra caracteristica estrutural da AoChi5472 ¢ a presenca de cinco regides de loop
(I-V), conforme descreveu Volpicella et al. (2014) para quitinases de plantas, e a insercao de
um peptideo de cinco residuos (*>**GREEA?%®) proximo a extremidade C terminal. Esse peptideo
gera um /oop adicional que estd presente em quitinases da classe VI e em algumas outras
quitinases, como mostrou Taira et al. (2011), mas esta ausente na maioria das quitinases das

classes I, I1, IV e VII (Figura 13).
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Figura 11 - Arvore de maxima verossimilhanga mostrando a relagdo filogenética das quitinases 40Chi4849 e
AoChi5472 com quitinases de plantas representativas das classes I, I, IV, VI e VIL.
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Fonte: GRANGEIRO, T. B. A analise filogenética realizada com as sequéncias de aminoacidos das quitinases
AoChi4849 e A0Chi5472 foi realizada pelo método de maxima verossimilhanca de Whelan e Goldman (2001). A
arvore com a maior probabilidade de log é mostrada. Uma distribuicdo Gama discreta foi usada para modelar as
diferencas de taxa evolutiva entre os locais (5 categorias (+ G, parametro = 1,5328)). O modelo de variagdo da
taxa permitiu que alguns sites fossem evolutivamente invariaveis (dados ndo mostrados). A porcentagem de
arvores nas quais as sequéncias associadas se agruparam, conforme determinado pelo teste de bootstrap (100

réplicas), ¢ mostrada ao lado dos ramos. Esta analise envolveu 63 sequéncias de aminoacidos e foi conduzida no
MEGA X (KUMAR et al., 2018).
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Figura 12 - Alinhamento de um trecho da sequéncia de aminoacidos do dominio catalitico da 40Chi5472 com
sequéncias de aminoacidos de quitinases de plantas representantes da classe VI.
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Fonte: GRANGEIRO, T. B. Alinhamento realizado no programa ALINE (BOND; SCHUTTELKOPF, 2009) com
61 residuos de aminoacidos da estrutura primaria de 40Chi5472, que contém os trés residuos cataliticos, com
sequencias de aminodcidos correspondentes a estrutura primaria de quitinases de plantas representantes da classe
VI. Os residuos idénticos para todas as sequéncias estdo na cor vermelha escuro, os residuos diferentes na cor
branca e os residuos cataliticos estdo marcados com sinal # (lisina - Lys/K, glutamato - Glu/E e tirosina - Tyr/Y).
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Figura 13 - Alinhamento da sequéncia de aminoacidos do CatD de 40Chi5472 com sequéncias de aminoacidos de

outras quitinases GH19 de plantas.
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Fonte: GRANGEIRO, T. B. A sequéncia do CatD de 40Chi5472 foi alinhada no programa ALINE (BOND;
SCHUTTELKOPF, 2009) as sequéncias das quitinases de Carica papaya (PDB ID: 3CQL), Vigna unguiculata
subsp. sesquipedalis (PDB ID: 4TX7), Secale cereale (PDB 1D: 4DWX), Hordeum vulgare (PDB ID: 2BAA),
Oryza sativa subsp. japonica (PDB ID: 2DKV), Canavalia ensiformis (PDB ID: 1DXJ), Brassica juncea (PDB ID:
2737), Cryptomeria japonica (PDB ID: SH7T) e Picea abies (PDB ID: 3HBD). Os residuos envolvidos na catalise
estdo marcados com tridngulos, os residuos envolvidos na ligagdo ao substrato com o sinal # e as ligacdes dissulfeto
sdo indicadas por linhas laranja. Ha cinco regides de loop (I-V), conforme descreveu Volpicella et al. (2014), e um
loop VI adicional, todos destacados em quadrados. O loop VI esta presente apenas em AoChi5472 e outras
quitinases, como mostrou Taira et al. (2011). Os residuos idénticos para todas as sequéncias estdo na cor azul
escuro e os residuos diferentes na cor branca.
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Devido a mutacao envolvendo o residuo catalitico Glu nas quitinases de classe VI,
essas enzimas foram classificadas como proteinas semelhantes a quitinase (CLPs),
presumivelmente sem atividade hidrolitica em relacao a quitina. A essas enzimas sao atribuidos
outros papeis importantes nos processos de desenvolvimento das plantas, como deposi¢cdo de
lignina, sintese de celulose e determinagdo da arquiteturas de raiz e caule (KESARI et al., 2015).

Diante disso, buscou-se investigar um provavel mecanismo catalitico sobre a
quitina para a 40Chi5472. Para isso, um modelo molecular tridimensional de seu dominio
quitinasico GH19 foi gerado através de modelagem por homologia (Figura 15A), o qual, em
seguida, foi utilizado para a realizacdo de calculos de docking molecular, onde o oligossacarideo
(GIcNAc)4 foi acoplado na fenda de ligagdo do substrato de AoChi5472 (Figura 15B).

A modelagem molecular do dominio GH19 da 40Chi5472 realizada no algoritmo
Phyre2 (KELLEY et al., 2015) (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index),
gerou automaticamente um alinhamento da sequéncia de aminoécidos dessa quitinase com
dominios GH9 de outras quitinases vegetais (dados ndo mostrados). O modelo foi validado
submetendo-se as coordenadas atomicas do mesmo ao servidor PROSESS
(http://www.prosess.ca/index.php) (BERJANSKII et al., 2010), no qual foi gerado o grafico de
Ramachandran mostrando os angulos diédricos da cadeia principal (¢, ) de todos os residuos
do modelo tridimensional (Figura 14). Nesse grafico ¢ possivel localizar todos os residuos de
aminoacidos, apenas os residuos de glicina, apenas os residuos de prolina e apenas os residuos
de pré-prolina nas regides favordveis, permitidas e ndo permitidas. Para o modelo
tridimensional do dominio GH19 da 40Chi5472, o nimero de residuos nas regides favorecidas
e nas regides permitidas foi de 223 (92,5%) e 15 (6,2%), respectivamente, sendo observados
apenas 3 residuos outliers (1,2%), o que pode caracterizar um modelo valido, j& que ha poucos

residuos (apenas 3) em areas ndo permitidas (Figura 14).
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Figura 14 — Grafico de Ramachandran obtido na validagdo do modelo tridimensional do dominio GH19 da
quitinase do cajueiro 40Chi5472.
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Fonte: GRANGEIRO, T. B. Grafico de Ramachandran obtido no servidor PROSESS (BERJANSKII et al., 2010)
mostrando os angulos diédricos da cadeia principal (¢, y) de todos os residuos do modelo tridimensional do
dominio GH19 da A0Chi5472 obtido no servidor Phyre2 (KELLEY et al., 2015). O niumero de residuos nas regides
favorecidas e nas regides permitidas foi de 223 (92,5%) e 15 (6,2%), respectivamente, ¢ o niimero de residuos

outliers formam apenas 3 (1,2%).
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O modelo tridimensional do dominio GH19 da 40Chi5472 apresenta caracteristicas
tipicas da estrutura das quitinases GH19, com 11 a-hélices, varias regides de loop conectando
os segmentos helicoidais e 3 ligacdes dissulfeto (Figura 15A). O modelo também confirma que
a substitui¢do de um residuo de Cys conservado por um residuo de Ala (Ala®?) foi compensada
pelo surgimento de um novo residuo de Cys (Cys'®!), e este foi previsto estabelecendo uma
ligagdo dissulfeto com o residuo Cys'*®, mantendo assim o nimero conservado de trés ligacdes
dissulfeto, uma caracteristica estrutural tipica das quitinases GH19 de plantas (Figura 15A).

Apos validacao do modelo tridimensional do dominio GH19 da AoChi5472, um
docking molecular foi realizado ancorando-se o oligossacarideo (GlcNAc)4 na fenda de ligagao
ao substrato da A0Chi5472 e os calculos de docking foram realizados (Figura 15B). Foi previsto
que o complexo proteina-carboidrato ¢ estabilizado por uma rede de ligagdes de hidrogénio,
envolvendo atomos de oxigénio (O) e nitrogénio (N) das cadeias laterais de certos residuos de
aminoacidos da 40Chi5472 e 4tomos de O dos grupos hidroxila e carbonila das unidades de
acucar, bem como os atomos de O das ligagdes glicosidicas, ligando as unidades GIcNAc do
oligossacarideo (Figura 15B). A cadeia lateral de Lys'?®, que substitui o Glu conservado doador
de prétons nas quitinases classicas, foi direcionada para o ligante. A cadeia lateral de Glu'*°, a
base geral putativa, estava no lado oposto da fenda de ligagdo ao substrato. As distancias entre
o 4tomo N de Lys'?® e os 4tomos Ogl e Og2 de Glu'*® foram de 8,0 A e 7,9 A. As posi¢des
relativas das cadeias laterais de Lys'?® e Glu'>’, bem como a distancia média entre seus 4tomos
NC e Og, concordam com o que ¢ normalmente observado para as posi¢oes e distancias médias
entre os grupos carboxila cataliticos em varias GHs (MHLONGQO et al., 2014). Além disso, a
distancia entre o atomo N{ de Lys!?® e a ligacdo O-glicosidica mais provavel de ser quebrada
no oligossacarideo ancorado no sulco de ligagdo ao substrato de 40Chi5472 (~ 4 A), sugere que
Lys!?® poderia atuar como o doador de prétons na catalise (Figura 15B).

Portanto, a analise de docking molecular revelou que o ligante (GlcNAc)s foi
encaixado no sulco de ligagao ao substrato da 40Chi5472, ao mesmo tempo que a posi¢ao dessa
ancoragem fornece evidéncias de que o residuo Lys'?® est4 envolvido na reagio catalitica. Dessa
forma, pode-se sugerir que a 40Chi5472 apresenta caracteristicas funcionais de uma quitinase
GH19, assim como a 40Chi4849, que apresenta estrutura tipica das quitinases GH19 de plantas
e, por essa razao, nao foi submetida a modelagem molecular e anélises de docking.

Para verificar se ambas as quitinases, 40Chi4849 e 40Chi5472, de fato atuam na
degradacdo da quitina, o cDNA correspondente aos genes das mesmas foi clonado para
producdo das proteinas de forma heterologa, e estas foram caracterizadas e avaliadas quanto a

capacidade de degradar a quitina e intervir no crescimento de fungos e bactérias.
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Figura 15 — Modelo molecular tridimensional do dominio GH19 da 40Chi5472 e sua interacdo com (GIcNAc)4.
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Fonte: GRANGEIRO, T. B. (A) Representacdo do modelo molecular tridimensional do dominio GH19 da
AoChi5472 gerado através de modelagem por homologia. As cadeias laterais de residuos cataliticos putativos estdo
mostradas como bastdes. As ligagdes dissulfeto estdo coloridas de laranja. (B) Visdo detalhada de um (GlcNAc)4
(amarelo) ancorado na fenda de ligagdo do substrato da 40Chi5472 (cor verde). As cadeias laterais dos residuos
cataliticos e dos residuos de aminoacidos que provavelmente interagem com o ligante por meio de ligagdes de
hidrogénio (representadas como linhas pontilhadas amarelas) sdo mostradas como bastdes na cor ciano. A distincia
entre o residuo de Ly*'?® responsavel pela catilise dcida e o oxigénio da ligagdo glicosidica a ser quebrada estd
demostrada por linhas pontilhadas pretas. Os atomos de N e O sdo coloridos de azul e vermelho, respectivamente.
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7.2 Obtencao de acidos nucléicos do cajueiro anao-precoce CCP 76

O gDNA e RNA total do cajueiro anao-precoce CCP 76 foram obtidos em
quantidade satisfatoria da folha de plantas com 60 dias de crescimento. As amostras foram
analisadas por eletroforese em gel de agarose 0,8%, no qual pode se observar a presenca de
uma unica banda de alto peso molecular bem definida correspondente ao gDNA, indicando a
auséncia de degradacao (Figura 16A), e bandas correspondentes a RNA ribossémico na amostra
de RNA, indicando eficiéncia na obtencdo de RNA total (Figura 16B). Além disso, a relacao
entre as absorbancias A2sonm/A280nm para as amostras de gDNA e RNA total apresentou valores
em torno de 1,8 e 2,0, respectivamente, indicando auséncia de contaminagao com proteina. Da
mesma forma, outros trabalhos relatam a obtengao de acidos nucleicos de plantas, incluindo o
A. occidentale, com bons rendimentos e boa qualidade através do método utilizado neste

trabalho (ABBASI KEJANI et al., 2010; NADIYA et al., 2015; INGLIS et al., 2018).

Figura 16 — Eletroforese em gel de agarose das amostras de gDNA ¢ RNA total
obtidos de folhas de cajueiro ando-precoce CCP76.
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Fonte: elaborada pela autora. (A) Eletroforese em gel de agarose 0,8% da
amostra de gDNA obtido de folhas de cajueiro ando-precoce CCP 76: no gel
foram aplicados 500 ng do marcador ADNA/HindIll (M) e 1.000 ng de gDNA.
(B) Eletroforese em gel de agarose 1,2% da amostra de RNA total obtido de
folhas de cajueiro ando-precoce CCP 76: no gel foram aplicados 300 ng do
marcador 1 kb DNA ladder e 1.000 ng de RNA total.

Diferentes métodos sdo utilizados para obtencdo de RNA de plantas, incluindo
alguns kits comerciais (NADIYA et al., 2015). A obtencao de RNA total de folhas do cajueiro
utilizando o CTAB foi satisfatéria, entretanto, a contaminagdo com gDNA ¢ evidenciada pela

presenca de uma banda acima de 10.000 pb no gel de agarose (Figura 17A).
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Dessa forma, a amostra de RNA total foi digerida com a enzima DNase I (Sigma
Aldrich), e em seguida foi utilizada em uma reacdo de PCR com iniciadores especificos para
uma regido do gDNA do cajueiro andao-precoce CCP 76. Na figura 17B ¢ possivel visualizar a
amplificacdo de uma regido do DNA do cajueiro na amostra de gDNA, na amostra de RNA
total ndo tratada com DNase I e a auséncia de amplificacdo na amostra de RNA total tratada

com a DNase I, indicando a pureza do RNA obtido apds este tratamento.

Figura 17 — Eletroforese em gel de agarose de amostras do RNA total,
obtidas de folhas de cajueiro ando-precoce CCP76, ndo tratado e tratado
com DNase.

Fonte: elaborada pela autora. (A) Eletroforese em gel de agarose 1,2% do
RNA total obtido de folhas de cajueiro antes e apos o tratamento com a
DNase: 0 po¢o M contém 300 ng do marcador 1 kb DNA ladder; o pogo
1 contém amostra de RN A total ndo tratado com DNase e o pogo 2 contém
amostra de RNA total ap6s tratamento com DNase. (B) Eletroforese em
gel de agarose 0,8% do produto das PCRs realizadas com RNA total
tratado e ndo tratado com DNase: o pogo M contém 300 ng do marcador
1 kb DNA ladder e os pogos 1, 2 e 3 contém respectivamente, o produto
da PCR realizada com RNA tratado com DNase, o produto da PCR
realizada com RNA ndo tratado com DNase e o produto da PCR realizada
com gDNA. O par de iniciadores ChiAnao5472F/ChiAnao5472R foi
utilizado nas reacoes de PCR.

7.3 Amplificacio das sequéncias codificadoras das quitinases r40Chi4849 e r40Chi547

A amplificacdo das ORFs 40Chi4849 e 40Chi5472 foi realizada com iniciadores
especificos a partir do gDNA obtido da folha do cajueiro CCP 76 e a partir do cDNA obtido da

transcrigdo reversa realizada com a amostra de RNA total.
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A PCR realizada com gDNA em um gradiente de temperatura de anelamento
demonstrou que 63,0 °C ¢ a temperatura de anelamento ideal para a realiza¢do das reagdes de
PCR. A figura 18 mostra que nesta temperatura, a amplificagdo do DNA ocorre de forma mais

intensa e especifica, ou seja, com amplificacdo de apenas uma banda bem definida.

Figura 18 — Eletroforese em gel de agarose 1,0% dos produtos das PCRs realizadas com os iniciadores
ChiAnao4849F/ChiAnao4849R e ChiAnao5472F/ChiAnao5472R em gradiente de temperatura de anelamento.
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Fonte: elaborada pela autora. Nas figuras A e B os po¢os M contém 250 ng do marcador 1 kb DNA ladder ¢ os
demais pocos conttm 7,0 pL do produto das PCRs realizadas com os iniciadores (A)
ChiAnao4849F/ChiAnao4849R e (B) ChiAnao5472F/ChiAnao5472R e DNA gendmico obtido de folhas de
cajueiro ando-precoce CCP 76, em gradiente de temperatura de anelamento.

Estes oligonucleotideos iniciadores foram projetados para amplificacio de um
amplicon de 761 pb, referente a ORF 40Chi4849, e um amplicon de 920 pb, referente a ORF
AoChi5472, correspondentes as sequéncias codificadoras das quitinases sem a regido do
peptideo sinal (APENDICE D). No entanto, o produto das reagdes de PCR realizadas com
gDNA apresenta tamanho bem acima do esperado para as regides codificadoras, enquanto que
a amplificacdo a partir de cDNA gera amplicons com tamanho préximos ao esperado (Figura
19). Dessa forma, considerou-se que as PCRs realizadas com gDNA amplifica, também, regides
correspondentes a introns, o que € bastante comum nas quitinases vegetais, cComo mostrou
Backiyarani et al. (2015) para as quitinases da banana, Chen et al. (2018) para as quitinases do
nabo e Cao et al. (2019) para as quitinases do Ammopiptanthus nanus (Popov) S. H. Cheng.

Dessa forma, considerou-se que os amplicons obtidos a partir de cDNA sejam
correspondentes as ORFs das quitinases 4oChi4849 e 40Chi5472, e que o tamanho maior
apresentado em relacdo ao esperado, seja consequéncia da pouca precisdo do programa
utilizado para o célculo. Por este motivo, apenas o cDNA foi utilizado para a obtencao dos
amplicons referentes a regido codificadora das quitinases sem introns para, em seguida,

proceder com a clonagem.



96

Figura 19 — Eletroforese em gel de agarose 1,0% do
produto das PCRs realizadas com gDNA, cDNA e os
iniciadores ChiAnao4849F/ChiAnao4849R e

ChiAnao5472F/ChiAnao5472R.

Fonte: elaborada pela autora. O pogo M contém 300 ng
do marcador 1 kb DNA ladder. Os pogos 1 e 2 contém 8
pL do produto das PCRs realizadas com os iniciadores
ChiAnao4849F/ChiAnao4849R e com gDNA e cDNA,
respectivamente. Os pogos 3 e 4 contém 8 puL do produto
das PCRs realizadas com os iniciadores
ChiAnao5472F/ChiAnao5472R e com gDNA e cDNA,
respectivamente. O tamanho dos amplicons foi calculado
no software E-Capt.

Outro aspecto importante a ser ressaltado ¢ que a amplificagdo das ORFs
AoChi4849 e AoChi5472 a partir do cDNA pode indicar que estas quitinases sejam expressas
por genes constitutivos, j4& que as ORFs foram inicialmente obtidas a partir de dados do
transcriptoma de sementes. Quitinases vegetais, além de apresentarem padrdao de expressdo
regulados por diferentes condi¢des de estresse bidtico (BACKIYARANI et al., 2015) e abidtico
(CAO et al, 2019), podem também apresentar um padrdo de expressdo especifico para
diferentes partes da planta, como mostrou Chen et al. (2018) para as quitinases do nabo.

Sobre a expressao constitutiva de quitinases em planas, diversos autores ressaltam
que esta caracteristica amplia o potencial de resisténcia contra pragas e doengas fingicas na
planta e tem sido a caracteristica primordial na obtencao de plantas transgénicas transformadas
com genes de quitinases (ORNATOWSKI et al., 2004; ZENG et al., 2014; CHAKRAVARTHI
etal., 2016; TOBIAS et al., 2017).
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7.4 Clonagem das ORFs 40Chi4849 e 40Chi5472 no vetor pGEM-T Easy

Os fragmentos de DNA correspondentes as regides codificadoras das quitinases
(insertos obtidos nas reagdes de PCR realizadas com cDNA, oligoiniciadores especificos e a
enzima Tag DNA polimerase) foram ligados ao vetor pPGEM®-T Easy em uma reacao de ligacio
com a enzima T4 DNA ligase. Dessa forma, obteve-se os plasmideos recombinantes p-GEM-T
Easy + 4oChi4849 e p-GEM-T Easy + 40Chi5472. O vetor pGEM®-T Easy representa um
sistema conveniente para a clonagem de produtos de PCR realizada com a 7ag DNA polimerase,
isso porque uma timina (T) ¢ adicionada em ambas as extremidades 3' do vetor, permitindo a
ligagdo de um produto de PCR obtido com a 7ag DNA polimerase, que adiciona uma adenina
(A) as extremidades 3' do fragmento de DNA produzido. Assim, o fragmento de DNA foi
facilmente ligado as extremidades coesivas presentes no vetor.

Ap0s a transformacao de células de E. coli DH5a com os plasmideos recombinantes,
os clones obtidos foram selecionados considerando as marcas de selegdo do pGEM®-T Easy,
um gene que confere resisténcia ao antibidtico ampicilina e um gene que codifica a B-
galactosidase (gene lacZ) localizado no sitio multiplo de clonagem (ANEXO A). Por via de
regra, todos os clones de E. coli DH5a obtidos em placas de LB 4gar contendo ampicilina,
possuem o plasmideo pGEM-T Easy, recombinante ou ndo. Quando a clonagem ¢ bem-sucedida,
a sequéncia do gene lacZ ¢ interrompida pelo fragmento de DNA inserido e ndo h4 produgao
da B-galactosidase, gerando coldnias brancas. J4 as bactérias que possuem o plasmideo pGEM-
T Easy ndo recombinante, produzem a enzima B-galactosidase e formam col6nias de cor azul.
Isso acontece porque o IPTG presente no meio de cultura atua como indutor da expressao da
enzima (-galactosidase que degrada o X-Gal, também presente no meio de cultura, formando
um produto de cor azul.

Ap0s a obtencao de coldnias brancas em meio LB 4gar contendo ampicilina, o DNA
plasmidial de alguns clones obtidos para cada construcao plasmidial (p-GEM-T Easy +
AoChi4849 e p-GEM-T Easy + AoChi5472) foi extraido por miniprep e confirmado por
digestdo com a enzima de restricdo EcoRI. O pGEM-T Easy possui um sitio de corte desta
enzima em cada uma das extremidades. Dessa forma, os insertos que codificam as quitinases
podem ser separados do vetor para a confirmacdo da clonagem. Apds a digestdo, o DNA
digerido foi visualizado por eletroforese em gel de agarose 1%, onde foi possivel identificar a
banda referente ao plasmideo de 3.015 pb (Figuras 20 e 21), uma banda referente ao inserto da
quitinase 40Chi4849 (amplicon de 761 pb) (Figura 20) e uma banda referente ao inserto da
quitinase AoChi5474 (amplicon de 920 pb) (Figura 21), confirmando assim a clonagem.
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Na figura 20, uma banda inespecifica ¢ visualizada com tamanho um pouco menor
que 3015 pb, no entanto, esta representa amostra de DNA plasmidial fechado, ou seja, um

restante de DNA plasmidial que nao foi digerido durante a reagao.

Figura 20 — Eletroforese em gel de agarose 1% dos produtos da digestao realizada
com EcoRI para confirmar a clonagem da ORF 40Chi4849 no vetor pPGEM-T Easy.
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Fonte: elaborada pela autora. O pogo M contém 300 ng do marcador 1 kb DNA
ladder. Os pogos 1 a 12 contém 10 pL de amostra do DNA plasmidial pPGEM-T Easy
+ A0Chi4849 purificado de 12 clones de £. coli DH5a e digerido com EcoRI.

Figura 21 — Eletroforese em gel de agarose 1% dos produtos da digestdo realizada com EcoRI para
confirmar a clonagem da ORF 40Chi5472 no vetor pPGEM-T Easy.
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Fonte: elaborada pela autora. O pogo M contém 300 ng do marcador 1 kb DNA /adder. Os pogos 1 a 13
contém 10 pL de amostra do DNA plasmidial pPGEM-T Easy + 40Chi5472 purificado de 13 clones de
E. coli DH5a e digeridos com a enzima EcoRI.
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A utilizagdo da enzima Tag DNA polimerase em reacdes de PCR cujo objetivo €
obter fragmentos de DNA para clonagem, apresenta algumas desvantagens em virtude da sua
fidelidade relativamente baixa e auséncia de um mecanismo de corre¢do. Desta forma, os
amplicons destinados a clonagem poderiam ser gerados com nucleotideos errados durante as
reacdes de PCR e, consequentemente, as proteinas recombinantes produzidas em seguida
poderiam apresentar residuos de aminoacidos errados. Sendo assim, o DNA plasmidial de 12
clones obtidos para cada uma das constru¢des plasmidiais, pGEM-T Easy + 40Chi4849 e
pGEM-T Easy + 40Chi5472, foi sequenciado e confirmado.

7.4.1 Sequenciamento do DNA plasmidial

O DNA plasmidial de 12 clones confirmados para cada uma das construg¢des
plasmidiais, pPGEM-T Easy + 40Chi4849 e pGEM-T Easy + 40Chi5472, foi sequenciado. As
sequéncias de nucleotideos obtidas foram deduzidas em sequéncias de aminoacidos no Expasy
translate tool (http://web.expasy.org/translate/), as quais foram alinhadas com as sequéncias de
aminodcidos das quitinases 40Chi4849 e 4oChi5472 utilizando o programa Clustal Omega
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) para verificar a presenca de possiveis alteragdes na
sequéncia primaria das proteinas. As figuras 22 e 23 mostram o resultado destes alinhamentos
para a AoChi4849 e AoChi5472, respectivamente. Para a 40Chi4849 foram obtidas quatro
sequéncias de aminoécidos idénticas a partir dos clones 2, 5, 13 e 15 (Figura 22). Para a
AoChi5472 foi obtida apenas uma sequéncia de aminodacidos idéntica a partir dos clones 14
(Figura 23). Dessa forma, o clone 2 da 40Chi4849 e o clone 14 da AoChi5472 foram
selecionados para a realizagdo da subclonagem da regido codificadora das quitinases no vetor

de expressdao pPICZaA.
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Figura 22 — Alinhamento da sequéncia de aminoacidos da 4oChi4849 com as sequéncias de aminoacidos
deduzidas do DNA plasmidial pGEM-T Easy + 40Chi4849 sequenciado a partir de 12 clones de E. coli DH5a.
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REFONCGCAPNLCCSQFGYCGTGKDYCGAGCKEGPCTSTPSPTPPGGGSVANIVTAAFFEFD
REFONCGCAPNLCCSQFGYCGTGKDYCGAGCKEGPCTSTPSPTPPGGGSVANIVTAAFFEFD
REFONCGCAPNLCCSQFGYCGTGKDYCGAGCKEGPCTSTPSPTPPGGGSVANIVTAAFFEFD
REFONCGCAPNLCCSQFGYCGTGKDYCGAGCKEGPCTSTPSPTPPGGGSVANIVTAAFFEFD

dhkrhkkhkhkhkhkkrhkkrhkhkrxkkkkhkkxkx*k R R R S R i I e R I R S I S R I e SRR S

GIKNQAAASCVGKSFYTRDGFLTAAKSEFPQFGSGSADQSKREIAAFFAHVTHETGHLCYT
GIKNQAAASCVGKSEFYTRDGFLTAAKSEFPQFGSGSADQSKREIAAFFAHVTHETGHLCYT
GIKNQAAASCVGKSFYTRDGLLTAAKSFPQFGSGSADQSKREIAAFFAHVTHEIGHLCYT
GIKNQAAASCVGKSEFYTRDGFLTAAKSEFPQFGSGSADQSKREIAAFFAHVTHETGHLCYT
GIKNQAAASCVGKSFYTRDGFLTAAKSEFPQFGSGSADQSKREIAAFFAHVTHETGHLCYT
GIKNQAAASCVGRSEFYTRDGFLTAAKSEFPQFGSGSADQSKREIAAFFAHVTHETGHLCYT
GIKNQAAASCVGKSFYTRDGFLTAAKSEFPQFGSGSADQSKREIAAFFAHVTHETGHLCYT
GIKNQAAASCVGKSEFYTRDGFLTAAKSEFPQFGSGSADQSKREIAAFFAHVTHETGHLCYT
GIKNQAAASCVGKSFYTRDGFLTAAKSEFPQFGSGSADQSKREIAAFFAHVTHETGHLCYT
GIKNQAAASCVGKSEFYTRDGFLTAAKSEFPQFGSGSADQSKREIAAFFAHVTHETGHLCYT
GIKNQAAASCVGKSFYTRDGFLTAAKSFPQFGSGSADQSKREIAAFFAHVTHETGHLCYT
GIKNQAAASCVGKSEFYTRDGFLTAAKSEFPQFGSGSADQSKREIAAFFAHVTHETGHLCYT
GIKNQAAASCVGKSEFYTRDGFLTAAKSEFPQFGSGSADQSKREIAAFFAHVTHETGHLCYT

kA hkkhkhkhkhkhhkhkhkhkoehkkhkhhkhhkhoehkhhkhhhAhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkhkhkhhkrkhktxkx *kkxk*x

EEIDKSNAYCDRSNTQYRCVPGKKYYGRGPLOQLTWNYNYGACGKAVGFDGLNAPETVSNS
EEIDKSNAYCDQSNTQYRCVPGKKYYGREPLQLTWNYNYGACGKAVGEFDGLNAPETVSNN
EEIDKSNAYCDQSNTQYRCVPGKKYYGRGPLOLTWNYNYGACGKAVGFDGLNAPETVSNN
EEIDKSNACCDQSNTQYRCVPGKKYCGRGPLOLTWNYNYGACGKAVGEFDGLNAPETVSNN
EEIDKSNAYCDQSNTQYRCVPGKKYYGRGPLOLTWNYNYGACGKAVGFDGLNAPETVSNN
EEIDKSNAYCDQSNTQYRCVPGKKYYGRGPLOQLTWNYNYGACGKAVGEFDGLNAPETVSNN
EEIDKSNAYCDQSNTQYRCVPGKKYYGRGPLOQLTWNYNYGACGRAVGFDGLNAPETVSNN
EEIDKSNAYCDQSNTQYRCVPGKKYYGRGPLOQLTWNYNYGACGKAVGIDGLNAPETVSNN
EEIDKSNAYCDQSNTQYRCVPGKKYYGRGPLOLTWNYNYGACGKAVGFDGLNAPETVSNN
EEIDKSNAYCDQSNTQYRCVPGKKYYGRGPLOQLTWNYNYGACGKAVGFDGLNAPETVSNN
EEIDKSNAYCDQSNTQYRCVPGKKYYGRGPLOLTWNYNYGACGKAVGFDGLNAPETVSNN
EEIDKSNAYCDQSNTQYRCVPGKKYYGRGPLOQLTWNYNYGACGKAVGEFDGLNAPETVSNN
EEIDKSNAYCDQSNTQYRCVPGKKYYGRGPLOLTWNYNYGACGKAVGFDGLNAPETVSNN

KAk Akkhkhkhkk, KhkehkhAkAAkhAkhhkAAkAAA Kk *k *AAAhAAdAAhAAhhk Kk ohkhkkhkekhAkAkkhk kA Ak h kKK

PAVPFKSALWEWMTNVHSVVNQGEFGATIQKINGALECGGKQPDKVKARVGYYTDYCKKEG
PADSFKSALWEWMTNVHSVVNQGFGATIQKINGALECGGKQPDKVKARVGYYTDYCKKEG
PAVSFKSALWEWMTNVHSVVNQGEFGATIQKINGALECGGKQPDKVKARVGYYTDYCKKEG
PAVSFKSALWEWMTNVHSVVNQGFGATIQKINGALECGGKQPDKVKARVGYYTDYCKKEG
PAVSFKSALWEWMTNVHSVVNQGEFGATIQKINGALECGGKQPDKVKARVGYYTDYCRKEG
PAVSFKSALWEWMTNVHSVVNQGFGATIQKINGALECGGKQPDKVKARVGYYTDYCKKEG
PAVSFKSALWEWMTNVHSVVNQGEFGATIQKINGALECGGKQPDKVKARVGYYTDYCKKEG
PAVSFKSALWEWMTNVHSVVNQGFGATIQKINGALECGGKQPDKVKARVGYYTDYCKKEG
PAVSFKSALWEWMTNVHSVVNQGFGATIQKINGALECGGKQPDKVKARVGYYTDYCKKEG
PAVSFKSALWEWMTNVHSVVNQGEFGATIQKINGALECGGKQPDKVKARVGYYTDYCKKEG
PAVSFKSALWEWMTNVHSVVNQGFGATIQKINGALECGGKQPDKVKARVGYYTDYCKKEG
PAVSFKSALWEWMTNVHSVVNQGEFGATIQKINGALECGGKQPDKVKARVGYYTDYCKKEG
PAVSFKSALWEWMTNVHSVVNQGFGATIQKINGALECGGKQPDKVKARVGYYTDYCKKEG
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60
60
60
60
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60
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180
180
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180
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180
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240
240
240
240
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240
240
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240
240
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(Continuagio)
Clone 7 VDPGONLSCVLDR 253
Clone 14 VDPGONLSCVLDR 253
Clone 17 VDPGONLSCVLDR 253
Clone 12 VDPGONLSCVLDR 253
Clone 9 VDPGONLSCVLDR 253
Clone 8 VDPGONLSCVLDR 251
Clone 10 VDPGONLSCVLDR 253
Clone 3 VDPGONLSCVLDR 253
AoChid849 VDPGONLSC---- 246
Clone 2 VDPGONLSCVLDR 253
Clone 5 VDPGONLSCVLDR 253
Clone 13 VDPGONLSCVLDR 253
Clone 15 VDPGONLSCVLDR 253
*kkkkkkk*k

Fonte: elaborada pela autora. A sequéncia AoChi4849 refere-se a sequéncia de aminodcidos deduzida da ORF
AoChi4849. As demais sequéncias de aminoacidos foram deduzidas do DNA plasmidial pGEM-T Easy +
Ao0Chi4849 obtido de 12 clones de E. coli DH5a e sequenciado pelo método de Sanger. Em vermelho estdo os
aminoacidos que ndo apresenta similaridade com a sequéncia da 40Chi4849.
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Figura 23 — Alinhamento da sequéncia de aminoacidos da 4oChi5472 com as sequéncias de aminoacidos
deduzidas do DNA plasmidial pGEM-T Easy + 40Chi5472 sequenciado a partir de 12 clones de E. coli DH5a.

Clone 9
Clone 2
Clone 16
Clone 12
Clone 10
Clone 38
Clone 7
Clone 3
Clone 17
Clone 14
Clone 11
AoChib5472
Clone 5

Clone 9
Clone:Z
Clone 16
Clone:lZ
Clone 10
Clone:8
Clone 7
Clone 3
Clone 17
Clone 14
Clone 11
AoChib5472
Clone 5

Clone 9
Clone:Z
Clone 16
Clone 12
Clone 10
Clone 8
Clone 7
Clone 3
Clone 17
Clone_ 14
Clone 11
AoChi5472
Clone 5

Clone 9
Clone 2
Clone 16
Clone 12
Clone 10
Clone 8
Clone 7
Clone 3
Clone 17
Clone 14
Clone 11
AoChib5472
Clone 5

RFREFDGEMPSVKPIVKIVKGKKLCDKGWECKGLSEYCCNQTISDYFQTYQFENLEFSKRN
—————— GEMPSVKPIVKIVKGKKLCDKGWECKGLSEYCCNQTISDYFQTYQFENLESKRN
——REFDGEMPSVKPIVKIVKGKKLCDKGWECKGLSEYCCNQTISDYFQTYQFENLFSKRN
RFREFDGEMPSVKPIVKIVKGKKLCDKGWECKGLSEYCCNQTISDYFQTYQFENLEFSKRN
SIREFDGEMPSVKPIVKIVKGKKLCDKGWECKGLSEYCCNQTISDYFQTYQFENLFSKRN
—-—REFDGEMPSVKPIVKIVKGKKLCDKGWECKGLSEYCCNQTISDYFQTYQFENLFSKRN
——REFDGEMPSVKPIVKIVKGKKLCDKGWECKGLSEYCCNQTISDYFQTYQFENLEFSKRN
—-—REFDGEMPSVKPIVKIVKGKKLCDKGWECKGLSEYCCNQTISDYFQTYQFENLFSKRN
——REFDGEMPSVKPIVKIVKGKKLCDKGWECKGLSEYCCN-TISDYFQTYQFENLFSKRN
————— DGEMPSVKPIVKIVKGKKLCDKGWECKGLSEYCCNQTISDYFQTYQFENLEFSKRN
—————— GEMPSVKPIVKIVKGKKLCDKGWECKGLSEYCCNQTISDYFQTYQFENLESKRN
————— DGEMPSVKPIVKIVKGKKLCDKGWECKGLSEYCCNQTISDYFQTYQFENLEFSKRN
RFREFDGEMPSVKPIVKIVKGKKLCDKGWECKGLSEYCCNQTISDYFQTYQFENLEFSKRN

kA hkhk Ak kA hkhkhkhhkhkhkhkhhkhkhkhkrhkhkhkhkhkrkhkhhkkhhkh *hkkhkrhkhkrkhhkhkhhkhrxkhkkxk

TPVAHAAGFWDYHSFITAAAVYQPKGEFGTTGGKLMGOQREVAAFLGHVGSKTSCGYGVATG
TPVAHAAGEWDYHSFITAAAVYQPKGEGTTGGKLMGQREVAAFLGHVGSKTSRGYGVATG
TPVAHAAGFWDYHSFITAAAVYQPKGEFGTTGGKLMGOREVAAFLGHVGSKTSCGYGVATG
TPVAHAAGIWDYHSFITAAAVYQPKGEGTTGGKLMGQREVAAFLGHVGSKTSCGYGVATG
TPVAHAAGFWDYHSFITAAAVYQPKGEFGTTGGKLMGOQREVAAFLGHVGSKTSCGYGVATG
TPVAHAAGEWDYHSFITAAAVYQPNGEGTTGGKLMGQREVAAFLGHVGSKTSCGYGVATG
TPVAHAAGFWDYHSFITAAAVYQPKGEFGTTGGKLMGOQREVAAFLGHVGSKTSCGYGVATG
TPVAHAAGEWDYHSFITAAAVYQPKGEGTTGGKLMGQREVAAFLGHVGSKTSCGYGVATG
TPVAHAAGFWDYHSFITAAAVYQPKGEFGTTGGKLMGOREVAAFLGHVGSKTSCGYGVATG
TPVAHAAGEFWDYHSFITAAAVYQPKGEFGTTGGKLMGQREVAAFLGHVGSKTSCGYGVATG
TPVAHAAGFWDYHSFITAAAVYQPKGEFGTTGGKLMGOQREVAAFLGHVGSKTSCGYGVATG
TPVAHAAGEFWDYHSFITAAAVYQPKGEGTTGGKLMGQREVAAFLGHVGSKTSCGYGVATG
TPVAHAAGEWDYHSFITAAAVYQPKGEGTTGGKLMGQREAAAFLGHVGSKTSCGYGVATG

khkhkkhkhkkhkkhkkx Khhkkhkhkhkkhkrhkkhkhhkhkhkhkkx hhkhkhkrhkkhkhhhkrkhkhkh *hkkhkrkkhkhkhkhkrkhkx *xkkxk*x

GPLAWGLCYNKEMSPSQTYCDDSFKFIYPCTPGISYHGRGALPLYWNYNYGETGEALKVD
GPLAWGLSYNKEMSPSQTYCDDSFKFIYPCTPGISYHGRGALPLYWNYNYGETGEALKVD
GPLAWGLCYNKEMSPSQTYCDDSFKFIYPCTPGISYHGRGALPLYWNYSYGETGEALKVD
GPLAWGLCYNKEMSPSQTYCDDSFKFIYPCTPGISYHGRGALPLYWNYNYGETGEALKVD
GPLAWGLCYNKEMSPSQTYCDDSFKFIYPCTPGISYHGRGALPLYWNYNYGETGEALKVD
GPLAWGLCYNKEMSPSQTYCDDSFKFIYPCTPGISYHGRGALPLYWNYNYGETGEALKVD
GPLAWGLCYNKEMSPSQTYCDDSFKFIYPCTPGISYHGRGALPLYWNYNYGETGEALKVD
GPLAWGLCYNKEMSPSQTYCDDSFKFIYPCTPGISYHGRGALPLYWNYNYGETGEALKVD
GPLAWGLCYNKEMSPSQTYCDDSFKFIYPCTPGISYHGRGALPLYWNYNYGETGEALKVD
GPLAWGLCYNKEMSPSQTYCDDSFKFIYPCTPGISYHGRGALPLYWNYNYGETGEALKVD
GPLAWGLCYNKEMSPSRTYCDDSFKFIYPCTPGISYHGRGALPLYWNYNYGETGEALKVD
GPLAWGLCYNKEMSPSQTYCDDSFKFIYPCTPGISYHGRGALPLYWNYNYGETGEALKVD
GPLAWGLCYNKGMSPSQTYCDDSFKFIYPCTPGISYHGRGALPLYWNYNYGETGEALKVD

KAk hkkhkk hhkk KAhkhkk FAAAAAAIAKRAXRAIAA XA AR A A AA XA A AN A XA X *A kA Ak k kA kx k%

LLNHPEYIENNATLAFQTAIWRWMTPVKKHQLPLTTSLLVTGSPPRTIPRPNGFLVLAPP
LLNHPEYIENNATLAFQTAIWRWMTPVKKHQPSAHDVEVGNWKPTKNDTEAKRIPGEGTT
LLNHPEYIENNATLAFQTAIWRWMTPVKKHQPSAHDVEVGNWKPTKNDTEAKRIPGEGTT
LLNHPEYIENNATLAFQTAIWRWMTPVKKHQPSAHDVEVGNWKPTKNDTEAKRIPGEFGTT
LLNHPEYIENNATLAFQTAIWRWMTPVKKHQPSAHDVEVGNWKPTKNDTEAKRIPGEGTT
LLNHPEYIENNATLAFQTAIWRWMTPVKKHQPSAHDVEVGNWKPTKNDTEAKRIPGEGTT
LLNHPEYIENNATLAFQTAIWRWMTPVKKHQPSAHDVEVGNWKPTKNDTEAKRIPGEGTT
LLSHPEYIENNATLAFQTAIWRWMTPVKKHQPSAHDVEVGNWKPTKNDTEAKRIPGEGTT
LLNHPEYIENNATLAFQTAIWRWMTPVKKHQPSAHDVEVGNWKPTKNDTEAKRIPGEGTT
LLNHPEYIENNATLAFQTAIWRWMTPVKKHQPSAHDVEVGNWKPTKNDTEAKRIPGEGTT
LLDHPEYIENNATLAFQTAIWRWMTPVKKHQPSAHDVEVGNWKPTKNDTEAKRIPGEFGTT
LLNHPEYIENNATLAFQTAIWRWMTPVKKHQPSAHDVEVGNWKPTKNDTEAKRIPGEGTT
LLNHPEYIENNATLAFQTAIWRWMTPVKKHQPSAHDVEVGNWKPTKNDTEAKRIPGEGTT
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(Continuagio)
Clone 9 -TFS-MEIRCVAMAMTMNP-TT---SSPITCITLT-WALAVKRQDPMNCSAVANKRLSIH 293
Clone 2 MNVLYGDQVCGNGDDHESMNNVVSHYLYYLDLMGVGREEAGPHELLSCGQQKAFNPSSSS 294
Clone 16 MNVLYGDQVCGNGDDHESMNNVVSHYLYYLDLMGVGREEAGPHELLSCGQQKAFNPSSSS 298
Clone 12 MNVLYGDQVCGNGDDHESMNNVVSHYLYYLDLMGVGREEAGPHELLSCGQQKAFNPSSSS 300
Clone:lO MNVLYGDQVCGNGDDHE SMNNVVSHYLYNLDLMGVGREEAGPHELLSCGQQKAFNPSSSS 300
Clone 8 MNVLYGDQVCGNGDDHESMNNVVSHYLYYLDLMGVGREEAGPHELLSCGQQKAFNPSSSS 298
Clone:7 MNVLYGDQVCGNGDDHESMNNVVSHYLYYLDLMGVGREEAGLHELLSCGQQKAFNPSSSS 298
Clone 3 MNVLYGDQVCGNGDDHESMNNVVSHYLYYLDLMGVGREEAGPHELLSCGQQKAFNPSSSS 298
Clone 17 MNVLYGDQVCGNGDDHESMNNVVSHYLYYLDLMGVGREEAGPHELLSCGQQKAFNPSSSS 297
Clone 14 MNVLYGDQVCGNGDDHESMNNVVSHYLYYLDLMGVGREEAGPHELLSCGQQKAFNPSSSS 295
Clone 11 MNVLYGDQVCGNGDDHESMNNVVSHYLYYLDLMGVGREEAGPHELLSCGQQKAFNPSSSS 294
AoChib5472 MNVLYGDQVCGNGDDHESMNNVVSHYLYYLDLMGVGREEAGPHELLSCGQQKAFNPSSSS 295
Clone 5 MNVLYGDQVCGNGDDHESMNNVVSHYLYYLDLMGVGREEAGPHELLSCGQQKAFNPSSSS 300
* * * *
Clone 9 HLLPRHLLF-TG 304
Clone 2 SSSSVLDR---- 302
Clone 16 SSSSVLDR---- 306
Clone 12 SSSSVLDR---- 308
Clone 10 SSSSVLDR---- 308
Clone 8 SSSSVLDR---— 306
Clone 7 SSSSVLDRNR-- 308
Clone 3 SSSSVLDR---- 306
Clone 17 SSSSVLDR-—--- 305
Clone 14 SSSSVLDR---- 303
Clone 11 SSSSVLDR-—--- 302
AoChib472 SSSS—=—————- 299
Clone 5 SSSSVLDR---- 308

Fonte: elaborada pela autora. A sequéncia AoChi5472 refere-se a sequéncia de aminoacidos deduzida da ORF

AoChi5472. As demais sequéncias de aminoacidos foram deduzidas do DNA plasmidial pGEM-T Easy +
AoChi5472 obtido de 12 clones de E. coli DH5a e sequenciado pelo método de Sanger. Em vermelho estdo os
aminoacidos que nao apresenta similaridade com a sequéncia da 40Chi5472.
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7.5 Subclonagem das ORFs A0Chi4849 e A0Chi5472 no vetor pPICZaA

O clone 2 de E. coli DH5a positivo para a construg¢ao plasmidial pPGEM-T Easy +
AoChi4849, o clone 14 de E. coli DH5a positivo para a construgdo plasmidial pGEM-T Easy +
AoChi5472 e um clone de E. coli TOP10F' contendo o plasmideo pPICZaA integro, foram
cultivados em meio LB caldo e submetidos a extragdo de DNA plasmidial com o kit midiprep
NucleoBond Xtra Midi (MACHEREY-NAGEL, Diiren, Alemanha). As amostras de DNA
plasmidial foram utilizadas em uma reagao de digestdo com as enzimas EcoRI e Xbal.

Aregido codificadora das quitinases possui um sitio de clivagem para EcoRI e Xbal,
adicionados as extremidades pelos iniciadores, enquanto que o vetor pPICZaA apresenta as
mesmas regides no sitio de restricio (ANEXO B). Dessa forma, se formaram extremidades
coesivas entre os insertos e o vetor pPICZaA, que foram ligadas em uma reagdo de ligacdo com
a enzima T4 DNA ligase (Thermo Scientific). Apds a ligacdo, as constru¢des plasmidiais
obtidas, pPICZaA + A0Chi4849 e pPICZaA + AoChi5472, foram utilizadas para transformagao
de células de E. coli DH5a, onde o DNA foi propagado. Na sequéncia, o DNA plasmidial
recombinante de quatro clones foi utilizado em uma reagao de digestdo com as mesmas enzimas
de restri¢do para confirmar a obten¢do das construgdes plasmidiais pPICZaA + 40Chi4849 e
pPICZoA + AoChi5472. O material desta digestdo foi visualizado por eletroforese em gel de
agarose 1%, onde foi possivel observar uma banda referente ao pPICZaA integro (~3.600 pb)
e uma banda referente a regido codificadora da 40Chi4849 (amplicon de 761 pb) nos clones 1
e 4 (Figura 24A) e bandas referentes ao pPICZaA integro (~3.600 pb) e a regido codificadora
da AoChi5472 (amplicon de 920 pb) nos clones 1 e 4 (Figura 24B). Como controle, foram
aplicadas amostras do DNA plasmidial pGEM-T Easy + A40Chi4849 e pGEM-T Easy +
AoChi5472 digeridas com as enzimas EcoRI e Xbal nos pogos 5 e amostra do pPICZaA integro
(~3.600 pb) nos pocos 6 (Figura 24).

Dessa forma, dois clones de E. coli DHS5a foram confirmados para as construgdes
de DNA plasmidial pPICZaA + 40Chi4849 e pPICZoA + A0oChi5472, a partir dos quais foram
obtidas amostra de DNA plasmidial suficiente para a transformagao das células de expressao

Pichia pastoris KM71H.
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Figura 24 — Eletroforese em gel de agarose 1% dos produtos da digestao realizada com as enzimas EcoRI e Xbal
para confirmar a subclonagem das ORFs 40Chi4849 ¢ 40Chi5472 no vetor pPICZaA.

LN < 3.600 pb

« 920 pb

Fonte: elaborada pela autora. Nas figuras A ¢ B os pogos M contém 300 ng do marcador 1 kb DNA /ladder. Os
pogos 1 a 4 contém 10 pL de amostra de DNA plasmidial purificado de quatro clones de E. coli DH5a
transformados com o plasmideo (A) pPICZaA + 40Chi4849 e (B) pPICZaA + AoChi5472 digeridos com EcoRI
e Xbal. Os pogos 5 e 6 contém respectivamente, DNA plasmidial pGEM-T Easy + 40Chi4849 e pGEM-T Easy +
AoChi5472 digeridos com EcoRI e Xbal e amostra do pPICZaA integro (~3.600 pb).

7.6 Confirmacao da transformacao de células de Pichia pastoris KM71H com os vetores
pPICZoA + A0Chi4849 e pPICZoA + A0oChi5472

A confirmacdo da integracdo do cassete de expressao no genoma de P. pastoris
KMT71H foi realizada em seis clones obtidos para cada uma das construgdes plasmidiais
pPICZoA + A0Chi4849 e pPICZoA + AoChi5472, e em dois clones obtidos com o pPICZaA
integro. Esta confirmacao foi realizada através de reagdes de PCR com amostras de gDNA
obtidas de cada clone e os iniciadores 5'-AOX1 (GACTGGTTCCAATTGACAAGC) e 3'-
AOX1 (GCAAATGGCATTCTGACATCC) que amplificam o gene AOX-1 do vetor pPICZaA.
Caso o gDNA extraido dos clones de P. pastoris KM71H apresentasse uma ou mais copias do
DNA plasmidial recombinante, haveria amplificacdo de uma regido do DNA correspondente a
regido codificadora das quitinases e ao gene AOX1 de 588 pb. Para o gDNA extraido dos clones
de P. pastoris KM71H transformados com pPICZaA integro haveria amplificagdo apenas do
gene AOXI de 588 pb.

As amostras obtidas nas reagdes de PCR foram analisadas por eletroforese em gel
de agarose 0,8%, onde foi possivel confirmar a amplificagdo do cassete de expressdo das
quitinases, pPICZaA + A0Chi4849 e pPICZoA + 40Chi5472, juntamente com a regidao do gene
AOXI (Figura 25). Nos pogos 1 a 6 do gel foram aplicadas as amostras das PCRs realizadas
com o0 gDNA obtido dos clones transformados com o DNA plasmidial pPICZaA + 40Chi4849.
Neste caso, se esperava um amplicon de aproximadamente 1.350 pb (588 pb correspondente ao
gene AOXI + 761 pb correspondente ao amplicon da 40Chi4849), o que ¢ confirmado pela

altura apresentada pelas bandas em relagdo ao marcador (Figura 25). Nos pocos 7 a 12 foram
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aplicadas as amostras das PCRs realizadas com o gDNA obtido dos clones transformados com
0 DNA plasmidial pPICZaA + 40Chi5472, onde se esperava um amplicon de aproximadamente
1.500 pb (588 pb correspondente ao gene 40XI + 920 pb correspondente ao amplicon da
AoChi5472), o que ¢ confirmado (Figura 25). Para o gDNA dos clones transformados com
pPICZoA integro, houve a amplificagdo do gene 4OXI apenas em um dos clones, como pode

ser observado na figura 25, pogos 13 e 14.

Figura 25 — Eletroforese em gel de agarose 0,8% do produto das PCRs realizadas com os iniciadores 5'-AOX1/3'-
AOX1 e gDNA obtido de clones de P. pastoris KM71H transformados com pPICZaA recombinante e integro.

Fonte: elaborada pela autora. O pogo M contém 300 ng do marcador 1 kb DNA /adder. Os pogos 1 a 6 contém o
produto das PCRs realizadas com os iniciadores 5'-AOX1/3'-AOX1 e gDNA obtido de seis clones de P. pastoris
KMT71H transformados com a constru¢cdo pPICZaA + 40Chi4849. Os pocos 7 a 12 contém o produto das PCRs
realizadas com os iniciadores 5'-AOX1/3'-AOX1 e gDNA obtido de seis clones de P. pastoris KM71H
transformados com a construgdo pPICZaA + 40Chi5472. Os pogos 13 e 14 contém o produto das PCRs realizadas
com os iniciadores 5'-A0X1/3'-AOX1 e gDNA obtido de 2 clones de P. pastoris KM71H transformados com
pPICZoA integro.

Os clones de P pastoris KM71H confirmados para os cassetes de expressao
pPICZaA + 40Chi4849 e pPICZaA + AoChi5472, e o clone de P. pastoris KM71H confirmado
para o pPICZaA integro, foram utilizados em uma inducao piloto para expressao das quitinases

recombinantes (r4oChi4849 e r40Chi5472).

7.7 Produciao das quitinases r40Chi4849 e r40Chi5472 em P. pastoris KM71H

Os clones de P. pastoris KM71H cuja transformacdo com os vetores pPICZaA +
AoChi4849 e pPICZaA + AoChi5472 foi confirmada, foram avaliados quanto a capacidade de
expressar as respectivas proteinas. Para isso, foram selecionados os 6 clones confirmados para
cada um dos plasmideos recombinantes e um clone transformado com o vetor pPICZaA integro

para a realizagdo de uma indugao piloto.
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A figura 26 mostra os valores da DOsoonm € a quantificagdo da massa celular na
cultura dos clones. Foi observado que os clones 1, 3 e 6 que expressam a r4oChi4849
apresentam maior DOsoonm € maior quantidade de massa celular em relacdo aos demais clones
(Figura 26 A e C). Dentre os clones que expressam a r4oChi5472, o clone 6 com 144 h de
inducdo possui maior DOsoonm € maior quantidade de massa celular (Figura 26 B ¢ D). Com
relacdo ao clone controle, transformado com o vetor pPICZaA integro, este apresenta padrao
de crescimento celular semelhante aos clones transformados com pPICZaA recombinante
(Figura 26), indicando que a presenca do cassete de expressdo das quitinases nao interfere no

padrdo de crescimento das células.

Figura 26 — Perfil do crescimento celular dos clones de P. pastoris KM71H transformados com os plasmideos
recombinantes pPICZaA + AoChi4849 e pPICZaA + AoChi5472 e com o plasmideo pPICZoA integro durante a
indugdo piloto de 144 h.
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Fonte: elaborada pela autora. (A) Densidade optica das culturas a 600 nm e (C) massa celular das culturas de seis
clones de P. pastoris KM71H transformados com o plasmideo recombinante pPICZaA + AoChi4849, em indugao
de 144 h. (B) Densidade optica das culturas a 600 nm e (D) massa celular das culturas de seis clones de P. pastoris
KM71H transformados com o plasmideo recombinante pPICZaA + AoChi5472, em indugdo de 144 h. A DOsoonm
e a massa celular foram medidas no inicio da indug@o (tempo zero) e a cada 24 h. Um clone transformado com o
pPICZoA integro foi utilizado como controle.
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A andlise por SDS-PAGE do meio livre de células coletado a cada 24 h de indugao,
revelou a presenca de um perfil proteico expresso de forma diferente entre os clones
transformados com pPICZaA recombinante e entre estes € o clone transformado com pPICZaA
integro (Figura 27). Nos clones que expressam a r4oChi4849 (Figura 27A), ocorre a produgao
de uma variedade maior de proteinas em relagao aos clones que expressam a r40Chi5472, para
0s quais se observa a presenca de poucas bandas de proteina no gel de SDS-PAGE (Figura 27B).
Na figura 27, a banda proteica que possivelmente representa a quitinase recombinante esta
indicada com uma seta. Esta previsao foi feita com base na maior intensidade com que a banda
aparece no gel de SDS-PAGE.

A diferenga no perfil proteico expresso pelos clones transformados com pPICZaA
recombinante e entre estes e o clone transformado com pPICZaA integro também foi notavel
com relagdo a quantificagdo de proteinas totais soluveis e na determinag¢dao da atividade
quitindsica sobre a quitina coloidal (Figura 28). Nesta andlise, o meio livre de células dos clones
6 de P. pastoris KM71H transformados para expressao da r40Chi4849 e da r4oChi5472 e o
meio livre de células do clone de P. pastoris KM71H transformado com pPICZoA integro,
coletados com 144 h de inducao, foram utilizados nos ensaios de determinagdo de proteinas
totais soluveis e atividade quitindsica. O resultado mostra que a quantidade de proteinas totais
soluveis produzidas pelos clones transformados com pPICZaA recombinante foi superior a
quantidade de proteinas totais soliveis produzidas pelo clone transformados com pPICZaA
integro (Figura 28A).

Com relagdo a atividade quitindsica, o meio livre de células do clone 6 de P. pastoris
KMT71H transformado para expressao da r4oChi4849 apresentou taxa de atividade 8 vezes
maior em relagcdo ao meio livre de células do clone 6 de P. pastoris KM71H transformado para
expressao da r4oChi5472 (Figura 28B). Além disso, o ensaio também detectou uma atividade
basal no meio livre de células do clone de P. pastoris KM71H transformado com pPICZaA
integro, que pode representar um falso positivo de atividade, sendo a coloragao obtida, resultado

da detec¢do de compostos do meio de cultura.
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Figura 27 — Analise em gel de SDS-PAGE da indugio piloto da expressdo das quitinases r4oChi4849
e r4oChi5472 em seis clones de P. pastoris KM71H.
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Fonte: elaborada pela autora. SDS-PAGE do meio livre de células coletado a cada 24 h durante a
indugdo piloto de 144 h realizada com (A) seis clones de P. pastoris KM71H transformados com o
plasmideo + AoChi4849, (B) seis clones de P. pastoris KM71H transformados com o plasmideo
pPICZaA + AoChi5472 e (C) um clone de P. pastoris KM71H transformado com pPICZaA integro.
As bandas marcadas com seta aparecem com maior intensidade nos géis e possivelmente
correspondem as quitinases. Os pogos M contém 5 pL do marcador Low Weight Marker.
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Figura 28 — Perfil da produgdo de proteinas totais soluveis e atividade quitinasica nos clones 6 de P. pastoris
KM?71H transformados para expressiao da r40Chi4849 e da r40Chi5472 em comparagdo com o clone de P. pastoris
KMT71H transformado com pPICZoA integro.
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Fonte: elaborada pela autora. (A) concentragdo de proteinas totais soluveis e (B) atividade quitinasica determinada
no meio livre de células coletado com 144 h de inducdo de um clone de P. pastoris KM71H transformado para
expressdo da r40Chi4849 (clone 6) e um clone de P. pastoris KM71H transformado para expressao da r4oChi5472
(clone 6) em comparacdo ao clone de P. pastoris KM71H transformado com pPICZaA integro (Controle).

A presenga de atividade quitindsica no meio livre de células dos clones de P.
pastoris transformados para expressao das quitinases, demonstra que as proteinas foram
produzidas na forma soltvel e ativa, e que o fator-a de S. cerevisiae presente no vetor pPICZaA
atuou com eficiéncia no direcionamento das quitinases para o meio extracelular. Daly e Hearn
(2005) ressaltam a eficiéncia deste sistema de expressao na obtengdo proteinas recombinantes,
o qual tem sido utilizado por varios pesquisadores, incluindo Landim et al. (2017), que

obtiveram uma quitinase do feijado-caupi (V. unguiculata) na forma soluvel e ativa.

7.8 Purificacio e Identificacdo das quitinases r40Chi4849 e r4o0Chi5472

Os clones 6 de P. pastoris KM71H recombinantes foram utilizados na preparagao
de uma indugdo da expressdo das quitinases em larga escala (1 litro). O meio livre de células
foi utilizado para concentracdo e fracionamento das proteinas com (NH4)>SO4 nos intervalos de
saturacao de 0-35%, 35-65% e 65-95% (GREEN; HUGHES, 1955). As fra¢des de proteina
obtidas, F0/35, F35/65 e F65/95, foram analisadas por SDS-PAGE (imagens ndo mostradas),
onde foi possivel observar que a r40Chi4849 ficou retida nas trés fragdes e a r40Chi5472 na
F35/65 e F65/95, as quais foram reunidas e utilizadas no processo de purifica¢ao das quitinases
através de cromatografia de afinidade com ion metalico imobilizado (IMAC).

Esta cromatografia consiste na interagdo entre ions metalicos imobilizados e a fag
calda de histidina (6xHis) presente nas proteinas recombinantes produzidas no vetor pPICZaA.
Em geral, o niquel II (Ni**) é o fon metalico mais utilizado por possuir alta capacidade de

ligacdo com a tag 6xHis (YOUNG; BRITTON; ROBINSON, 2012).
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Na purificagdo da r40Chi4849, as proteinas retidas na matriz cromatografica foram
eluidas com imidazol na concentragdo de 25 e 100 mM gerando dois picos retidos, PRI e PRII
(Figura 29A). As amostras foram analisadas por SDS-PAGE, onde foi possivel constatar a
presenca de uma unica banda proteica nos dois picos com massa molecular aparente entre 30 e
45 kDa (Figura 29B). Um ensaio de atividade quitindsica utilizando a quitina coloidal como
substrato foi realizado com estas amostras e pode-se constatar a presenga de atividade tanto no
PRI quanto no PRII, através do aumento da absorbancia a 585 nm e coloragdo rosa adquirida
pelas amostras (Figura 29C).

Para confirmar a identidade da quitinase recombinante, r40Chi4849, a banda
referente a proteina foi excisada do gel de poliacrilamida e analisada por espectrometria de
massas. Os peptideos identificados (nove no total) cobriram 41,6% da sequéncia da quitinase
recombinante, incluindo os residuos cataliticos, e foram 100% idénticos a sequéncia de
aminoacidos ja conhecida (Figura 29D). Nesta analise, a massa molecular teérica da quitinase
rAoChi4849 foi calculada para 29,50 kDa, o que esta de acordo com a previsao realizada para
a sequéncia putativa no programa Compute pl/Mw (https://web.expasy.org/compute pi/), que
mostrou uma massa molecular teorica de 29,56 kDa. No entanto, ha uma consideravel diferenca
entre a massa molecular tedrica e a massa molecular observada na SDS-PAGE, que mostra um
peso molecular consideravelmente maior (Figura 29B).

Neste caso, a proteina heterdloga possivelmente apresenta-se glicosilada e por conta
disso possui peso molecular maior que o previsto, ja que, segundo as andlises realizadas no
NetNGlyc 1.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) e no NetOGlyc 4.0 Server
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/), esta quitinase contém um possivel sitio para N-
glicosilagdo (NxS/T, x # P), destacado em verde na figura 29D, e potencias locais para O-
glicosilacdo, destacados na cor ciano na figura 29D. Portanto, confirma-se a produgdo da

quitinase recombinante 40Chi4849 do cajueiro em P. pastoris KM71H.


http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/
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Figura 29 — Purificagdo e identifica¢do da quitinase recombinante r40Chi4849 produzida em P, pastoris KM71H.
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Fonte: elaborada pela autora. (A) Perfil cromatografico da purificagdo da r40Chi4849 em matriz de Ni-Sepharose.
(B) Gel de SDS-PAGE 15% com as amostras de proteinas obtidas na purificagdo: o pogo M contém 5 pL do
marcador Low Weight Marker; o PNR (Pico Néo Retido) contém as proteinas ndo retidas na matriz cromatografica;
o PR (Pico Retido) 1 e 2 contém, respectivamente, as proteinas retidas na matriz cromatografica eluidas na
presenca de imidazol 25 e 100 mM, e a fragdo F0/95 contém as proteinas do meio livre de células da cultura de
um clone de P. pastoris KM71H, concentradas com sulfato de amonio. (C) Atividade quitindsica realizada com as
amostras de proteinas obtidas na purificacdo da r40Chi4849 e com o extrato original (meio contendo o pool de
proteinas obtidas da cultura de um clone de P. pastoris KM71H, incluindo a proteina recombinante). (D) Sequéncia
de aminoacidos da r40Chi4849: os residuos adicionados pelo vetor de expressdo estdo sublinhados; as sequéncias
correspondentes aos peptideos identificados por MS/MS estdo sombreadas em amarelo; potenciais locais de N-
glicosilacdo e O-glicosilagdo estdo sombreados em verde e ciano, respectivamente, e os residuos cataliticos estao
destacados em vermelho.
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Na purificagdo da r4oChi5472, as proteinas retidas na matriz cromatografica foram
eluidas na presenga de imidazol na concentracdo de 40 e 250 mM gerando dois picos retidos,
PRI e PRII (Figura 30A). As amostras foram analisadas por SDS-PAGE, onde foi possivel
constatar a presenca de uma banda proteica isolada no PRI, com massa molecular prevista para
45 kDa de acordo com o padrao apresentado pelo marcador (Figura 30B). Um ensaio de
atividade quitinasica utilizando a quitina coloidal como substrato foi realizado com a amostra
do PRI, onde foi constatada a presenca de atividade através do aumento da absorbancia a 585
nm (valores nao mostrados) e coloragao rosa adquirida pela amostra (Figura 30C).

Para confirmar a identidade da quitinase recombinante r4oChi5472, a banda
referente a proteina foi excisada do gel de poliacrilamida e analisada por espectrometria de
massas. Os peptideos identificados (onze no total) representam 47,0% da sequéncia primaria da
quitinase recombinante, os quais foram 100% idénticos a sequéncia de aminodcidos ja
conhecida (Figura 30D). Todos os residuos cataliticos forma identificados nessa analise,
incluindo o residuo Lys'?®) confirmando a presenca deste residuo no CatD da quitinase
recombinante r4oChi5472 de A. occidentale (Figura 30D).

Nesta analise, a massa molecular tedrica da quitinase r4oChi5472 foi calculada para
36,42 kDa, o que esta de acordo com a previsao realizada para a sequéncia putativa no programa
Compute pl/Mw (https://web.expasy.org/compute pi/), que mostrou um valor de massa
molecular tedrica de 36,45 kDa. No entanto, assim como ocorreu com a quitinase r4oChi4849,
para a quitinase t40Chi5472 também h4 uma consideravel diferenca entre a massa molecular
tedrica prevista € a massa molecular revelada na SDS-PAGE, onde se observa um peso
molecular em torno de 45 kDa para esta proteina (Figura 30B).

Diante disso, ¢ provavel que a r40Chi5472 também apresente-se glicosilada , ja que,
as analises realizadas no NetNGlyc 1.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) e no
NetOGlyc 4.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/) indicam que esta proteina
apresenta trés possiveis sitios para N-glicosilacao (NxS/T, x # P), destacado em verde na figura
30D, e potencias locais para O-glicosilagdo, destacados na cor ciano na figura 30D, o que
poderia explicar a obteng@o da proteina recombinante com peso molecular maior que o esperado.

Estes resultados confirmam a producdo da quitinase recombinante 40Chi5472 do
cajueiro em P. pastoris KM71H, bem como a presenca do residuo Lys!?® no dominio catalitico
da enzima, que possivelmente desempenha a mesma fun¢ao que o Glu doador de protons realiza

na catalise das quitinases convencionais.


http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/
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Figura 30 — Purificagdo e identifica¢do da quitinase recombinante r40Chi5472 produzida em P, pastoris KM71H.
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Fonte: elaborada pela autora. (A) Perfil cromatografico da purificagdo da r40Chi5472 em matriz de Ni-Sepharose.
(B) Gel de SDS-PAGE 10% com as amostras de proteinas obtidas na purificacdo da r4oChi5472: o pogco M contém
5 uL do marcador Unstained Protein Molecular Weight Marker; o PNR (Pico Nao Retido) contém as proteinas
ndo retidas na matriz cromatografica; o PR (Pico Retido) 1 e 2 contém, respectivamente, as proteinas retidas na
matriz cromatografica eluidas na presenga de imidazol 40 e 250 mM, e a fracdo F35/95 contém as proteinas do
meio livre de células da cultura de um clone de P. pastoris KM71H, concentradas com sulfato de amoénio. (C)
Atividade quitinasica realizada no PRI obtido na purificacdo da r4oChi5472. (D) Sequéncia de aminoacidos da
rAoChi5472 produzida em P, pastoris KM71H: os residuos adicionados pelo vetor de expressdo estio sublinhados;
as sequéncias correspondentes aos peptideos identificados por MS/MS estdo sombreadas em amarelo; potenciais
locais de N-glicosilagdo e O-glicosilagdo estdo sombreados em verde e ciano, respectivamente, ¢ os residuos
cataliticos estdo destacados em vermelho.
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A N- e O-glicosilagao de diferentes proteinas recombinantes expressas em P,
pastoris tem sido demostrada, gerando grandes diferengas entre o valor das massas moleculares
tedricas e o valor das massas moleculares observadas nessas proteinas (DIONISIO et al., 2012;
LETOURNEUR et al., 2001). Akond et al. (2014), por exemplo, expressaram uma quitinase de
classe IV do inhame em P. pastoris X-33 e observou por SDS-PAGE a presenca de diferentes
proteinas ativas com massa molecular de 58, 48, 38, 32 e 28 kDa. Apos deglicosilagdo, o padrao
das bandas ativas da quitinase mudou para 32 e¢ 28 kDa. Uma quitinase de classe III do bambu
(BoChi3-1) foi expressa também em P. pastoris X-33 em duas isoformas, uma isoforma nao
glicosilada com massa molecular de 28,3 kDa e a outra isoforma glicosilada com massa
molecular de 35,7 kDa (KUO et al., 2008).

Apesar disso, a levedura P. pastoris tem sido preferencialmente utilizada por varios
pesquisadores para a expressao heterdloga de quitinases vegetais, como Landim et al. (2017),
que expressaram uma quitinase do feijdo-caupi de classe I em P. pastoris KM71H, com massas
moleculares aparentes de 34 ¢ 37 kDa e Naumann (2011) que expressou uma quitinase de milho
de classe IV em P. pastoris X-33 com massa molecular aparente de 30 kDa.

Neste estudo, nenhuma regido contendo sitios de glicosilagdo foi identificada na
sequéncia primaria dos peptideos das quitinases r40Chi4849 e r40Chi5472 obtidos por MS/MS
(Figuras 29D e 30D). Isso pode indicar que a presenga de glicosilacdo nas proteinas, além de
contribuir com o peso molecular total das quitinases, pode ter dificultado a formagdo de
peptideos detectaveis nas analise de LC-MS/MS, assim como descreveu Wang et al. (2017) para
duas glicoproteinas modelos com padrdo de glicosilacdo alto e heterogéneo.

A seguir serd apresentado o rendimento proteico das quitinases r4oChi4849 e
rAoChi5472 apds os procedimentos de purificacdo. A tabela 3 mostra todas as etapas desse
processo realizado a partir de 500 mL de cultura de células de P pastoris KM71H
recombinantes. Pode-se observar que a atividade enzimatica especifica aumenta a cada etapa,
indicando um aumento na concentracdo da enzima e, consequentemente, uma eficiéncia no
processo de purificacdo (Tabela 3). O rendimento proteico observado para a r40Chi4849 foi de
19,4%, o que corresponde a 49,7 mg de proteina obtida a partir de 500 mL de cultura (Tabela
3). Para a r40Chi5472 o processo de purificacdo ocorreu com uma taxa menor de perda da
proteina de interesse, sendo observado um rendimento de 23,4%, o que corresponde a 46,4 mg
de proteina obtida a partir de 500 mL de cultura (Tabela 3). Este rendimento pode ser
considerado um excelente resultado se comparado, por exemplo, ao obtido por Akond et al.
(2014), que alcangou um rendimento de apenas 3% na purificagdo de uma quitinase do inhame

produzida em P. pastoris X-33.
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O indice de purificagdo das quitinases, valor que representa quantas vezes a proteina
de interesse foi concentrada em relacdo ao material de partida, foi de 10,5 para a r4oChi4849 e
17,0 para a r40Chi5472 (Tabela 3), indicando, mais uma vez, que houve uma taxa menor de
perda da proteina de interesse durante a purificacdo da r4oChi5472 e que houve uma taxa maior
de perda da proteina de interesse durante a purificagdo da r40Chi4849.

Apesar dos valores do rendimento proteico e do indice de purificagdo terem sido
maiores no processo de obtengdo da r4oChi5472, observa-se que foi obtida uma quantidade
menor desta quitinase purificada (46,4 mg) em relacdo a r40Chi4849 (49,7 mg) (Tabela 3). Isso
pode ser explicado pelo fato de que a expressdo da r4oChi4849 ocorreu em maior quantidade
em relagdo a expressdo da r4oChi5472, uma vez que, no meio livre de células contendo a
quitinase r40Chi4849 ha 1,3x mais proteinas totais soluveis (256,2 mg) em relagdo ao meio

livre de células contendo a r40Chi5472 (198,1 mg) (Tabela 3).

Tabela 3 — Etapas de purificacdo das quitinases r40Chi4849 e r4oChi5472 por cromatografia de afinidade em
matriz de Ni-Sepharose 6 Fast Flow'

Atividade

Etapas da Proteinas Atividade Especifica Rendimento Purificaciao
i 5 i * °
purificaciao totais (mg) Total (U¥) (U*.mgP") (%) (fold)
Purificagdo da r40Chi4849
Melo livre de 2562 9993152  3.900,0 100 1
células
F0/95%* 127,1 2.753.774,5 21.664,4 49,6 55
PR1*%** 49,7 2.033.837,2 409222 19,4 10,5
Purificagdo da r4o0Chi5472
Melo livre de 198,1 3.2873,7 165,9 100 1
células
F35/95%* 113,7 19.8910,1 1.749,4 57,4 10,5
PR1*%** 46,4 13.0973,5 2.822,7 23,4 17,0

!dados obtidos a partir de 500 mL de cultura de um clone de P. pastoris KM71H induzido por 144 h.

*1 U de atividade total = 1 nmol de GlcNAc/h; 1 U de atividade especifica = 1 nmol de GIcNAc/h/mgP.
** Fracdo de proteina obtida do meio livre de células por fracionamento com sulfato de amonio.

*** Proteina retida na matriz cromatografica de Ni-Sepharose 6 Fast Flow eluida na presenga de imidazol.
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7.9 Caracterizacdo bioquimica das quitinases r40Chi4849 e r40Chi5472

7.9.1 Atividade quitindsica com diferentes substratos

A atividade enzimatica das quitinases r40Chi4849 e r4oChi5472 foi avaliada em
relagdo a especificidade para os substratos quitina coloidal, quitina insolivel e quitosana. A
rAoChi4849 apresentou atividade especifica de 1190,47 U.mgP! sobre a quitina coloidal e de
2514,53 U.mgP! sobre a quitina insolivel. A r40Chi5472 apresentou atividade especifica de
357,42 U.mgP! sobre a quitina coloidal e de 482,53 U.mgP"! sobre a quitina insoltvel.
Nenhuma das duas quitinases apresentaram atividade catalitica sobre a quitosana (Figura 31).
Este resultado demonstra que a r40Chi4849 ¢ mais ativa que a r40Chi5472, e que ambas
possuem especificidade maior a quitina insoluvel.

Ao que tudo indica, a r40Chi5472 deve ser menos ativa que a r40Chi4849 em
virtude da auséncia do dominio de ligagdo a quitina e ndo em consequéncia da substitui¢ao do
residuo catalitico Glu pelo residuo Lys, j& que outros autores ja demostraram que a auséncia do
ChtBD pode suprimir a capacidade de hidrolisar alguns tipos de substratos, principalmente a
quitina insoluvel (TAKASHIMA et al., 2018).

A matriz de carapaga de caranguejo (Sigma-Aldrich), escolhida para o ensaio de
atividade quitinasica com quitina insoluvel, ¢ formada por cadeias de Poly(N-acetyl-1,4-B-D-
glucopyranosamine). Segundo Zhou et al. (2019), sob condi¢des normais, a degradacao
completa da quitina requer a agdo de diferentes tipos de enzimas cataliticas e, neste processo,
as quitinases exo e endo podem atuar em cadeias longas de quitina insoluvel, disponibilizando
cadeias menores que serdo degradadas em N-acetilglucosamina através da clivagem de ligagdes
B-1,4-glicosidicas pela acdo enzimatica da N-acetilglucosaminidase. Dessa forma, a acdo
quitinolitica das quitinases r40Chi4849 e r4oChi5472 sobre a matriz de carapaca de caranguejo
pode ser um indicio de que estas quitinases tenham preferéncia por quebrar longas cadeias de
quitina e talvez por isso demonstrem maior atividade sobre a quitina insolavel.

A acgdo enzimatica sobre a quitina insoluvel ¢ relatada para diversas quitinases
recombinantes e isso leva a possibilidade de utilizagao dessas enzimas na degradagao comercial
da quitina com o objetivo de gerar bioprodutos de GIcNAc (YANG et al., 2016; WANG et al.,
2018). Outra possibilidade relevante ¢ a utilizagdo dessas enzimas como biofungicidas para o
controle de fungos patogénicos que causam doengas tanto em plantas, quanto em humanos

(GARCIA-FRAGA et al., 2015).



118

Figura 31 — Atividade das quitinases 140Chi4849 e r4oChi5472 com
diferentes tipos de substratos.

o
?4000' EE Quitina Coloidal
5 3500+ [ Quitina Bruta
g 3000+ Bl Quitosana
= 2500
@ 2000-
o~
5 1500
_é’ 10004
5004 —
S
> oA B
-
<
rAoChi4849 rAoChi5472

Fonte. Elaborada pela autora. Na atividade especifica 1 U de atividade
equivale a 1 nmol de GIcNAc formado por h a cada mg de proteina (1 nmol
de GIcNAc/h/mgP).

A quitosana ¢ um polissacarideo obtido da desacetilagcdo da quitina. Dependendo
do seu grau de desacetilagdo, as quitinases podem apresentar atividade catalitica sobre a mesma
(SHEHATA et al., 2018). Nos ensaios de atividade quitosanésica realizados com as quitinases
rAoChi4849 e r4oChi5472 foi utilizada uma quitosana com grau de desacetilagdo de 80%.
Dessa forma, a auséncia de atividade indica que estas quitinases ndao possuem atividade
quitinolitica para a quitosana neste grau de acetilagdo, podendo as mesmas apresentarem
atividade para a quitosana com grau de acetilagdo maior.

As perspectivas de utilizagdo dos produtos gerados a partir da hidrélise da quitosana
incluem o uso como agentes antifiingicos, antibacterianos e antioxidantes. Dessa forma, ha um

grande interesse na obtengdo de enzimas alternativas que atuem na degradacdo da quitosana

(SHEHATA et al., 2018).

7.9.2 Atividade quitindsica na presenga e auséncia de f-glucuronidase

Ensaios de atividade quitinasica foram realizados, com o substrato quitina coloidal,
na presenca e na auséncia da enzima -Glucuronidase, que catalisa a degradagao de carboidratos
complexos em carboidratos menores. A ocorréncia de atividade quitinolitica na auséncia desta
enzima pode indicar a¢do exoquitindsica das quitinases, pois neste caso ha formagdo de
acucares menores detectaveis no ensaio. Da mesma forma, a auséncia de atividade quitinolitica

pode indicar agcdo endoquitinasica das quitinases, onde ha formacao de cadeias longas de quitina
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menos detectaveis no ensaio enzimatico. Para a r40Chi4849 foi obtida atividade quitindsica
especifica de 1190,47 U.mgP! e 843,18 U.mgP™! na presenca e auséncia da B-Glucuronidase,
respectivamente. A r4oChi5472 apresentou atividade quitinasica especifica de 357,42 U.mgP"!

e 40,74 U.mgP™! na presenca e auséncia da B-Glucuronidase, respectivamente (Figura 32).

Figura 32 — Atividade das quitinases r40Chi4849 e r40Chi5472 na presenga e
auséncia da enzima B-glucuronidase.
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Fonte. Elaborada pela autora. A atividade especifica ¢ equivalente a 1 nmol de
GlcNAc/h/mgP.

A ocorréncia de atividade quitindsica na auséncia da B-Glucuronidase, embora
menor, foi detectada. Isso indica que as quitinases r40Chi4849 e r40Chi5472 apresentam
atividade exoquitindsica, mas que, preferencialmente exercem atividade endoquitinasica.

Zhou et al. (2019) relataram casos de quitinases que apresentam ampla
especificidade, ou seja, quitinases que possuem dois ou trés mecanismos cataliticos diferentes,
incluindo os mecanismos exo e endoquitinasico. De acordo com esse autor, essas quitinases de
ampla especificidade t€ém grande potencial na conversdo de quitina e representam um

importante insumo biotecnoldgico.

7.9.3 Efeito do pH na atividade quitindsica

O pH 6timo para a atividade enzimatica e a estabilidade em diferentes pH foram
investigados para as duas quitinases de A. occidentale. A rAoChi4849 apresentou atividade
enzimatica 6tima em pH 5,0 e a r40Chi5472 em pH 6,0 (Figuras 33A e 33B, respectivamente).
Apo0s incubacao por 24 h em tampdes na faixa de pH 2,0 a 10,0, as duas quitinases mantiveram-

se ativas, demonstrando estabilidade a variacdo do pH (Figuras 33A e 33B, respectivamente).
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Andlises de CD das proteinas foram realizadas no pH que apresentam melhor
atividade e nos pH extremos 2,0 e 10,0. Para as quitinases GH19, proteinas com alto teor de a-
hélice, os espectros de CD apresentam bandas negativas em 208 ¢ 222 nm e uma banda positiva
em 193 nm (GREENFIELD, 2006b). Os espectros obtidos em diferentes pH mostram que a
estrutura secundaria das quitinases se manteve estdvel nos pH em que apresentam maior
atividade (5,0 para a r40Chi4849 e 6,0 para a r40Chi5472) e no pH 10,0, mas apresentam

mudangas nas suas conformagdes em pH 2,0 (Figuras 33C e 33D).

Figura 33 - Efeito da variacdo do pH na atividade enzimdtica e na estrutura secundaria das quitinases rAoChi4849
e rAoChi5472.
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Fonte: elaborada pela autora. Efeito do pH na (A e B) atividade enzimatica e na (C e D) estrutura secundaria das
quitinases r40Chi4849 e r40Chi5472.

Atividade quitinasica 6tima em pH igual a 5,0 ocorre em diversas quitinases
vegetais, como demostraram Sierra-Gomez et al. (2019) para duas quitinases de classe I do 4.
tequilana, Akond et al. (2014) para uma quitinase de classe IV do inhame e Landim et al. (2017)
para uma quitinase de classe I do feijdo-caupi. Da mesma forma, quitinases vegetais com pH
otimo igual a 6,0 ja foram descritas, como relataram Vinccenzi et al. (2014) para uma quitinase

de classe IV da uva, Xayphakatsa et al. (2008) para uma quitinase de classe Il do arroz e Preety;
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Sharma e Hooda (2018) para uma quitinase de Vigna mungo (L.) Hepper. Algumas dessa
quitinases vegetais também demonstraram estabilidade em ampla faixa de pH e apresentam
instabilidade em pH 2,0. E o caso da quitinase do inhame, que manteve-se ativa apds exposi¢o
aos pH 11,0 e 12,0, mas reteve menos de 40% da sua atividade apds exposicao ao pH 2,0
(AKOND et al., 2014). No caso das quitinases do cajueiro, apos exposi¢do ao pH 2,0 a
rAoChi4849 e a r4oChi5472 mantiveram 80% e 90% da atividade enzimatica, respectivamente.

As andlises realizadas no PROPKA (<http://nbcr-222.ucsd.edu/pdb2pqr 2.0.0/>)
mostraram que o residuo do amino4cido Glu 4cido catalitico da 40Chi4849 (Glu'*®) apresenta
pKa igual a 5,52 e o Glu basico catalitico (Glu'*”) apresenta pKa igual a 4,04 em pH 5,0. Isso

138

significa que neste pH o grupo carboxilato do Glu'*® esta apto a doar um préton ao dtomo de

oxigénio da ligagdo glicosidica da quitina e o grupo carboxilato do Glu'¥’

a auxiliar o ataque
nucleofilico de uma molécula de 4gua ao carbono anomérico do grupo de saida. Com relagao
ao residuo do aminodcido Lys com fungdo 4cida catalitica na 40Chi5472 (Lys'?®), este apresenta
pKa igual a 6,01 e o Glu bésico catalitico (Glu'*®) pKa igual a 4,48 em pH 6,0. Isso indica que,
da mesma forma como ocorre na r4oChi4849, ha condi¢cdes para a reagdo catalitica da
rAoChi5472 ocorrer, validando, portanto, a atuacdo do residuo Lys'?® como 4cido catalitico na
reacdo enzimatica desta quitinase.

Observa-se que em pH 2,0 e pH acima de 8,0 a atividade catalitica das duas
quitinases ¢ desprezivel (Figuras 33A e 33B). Isso se deve a forma protonada do grupo carboxila
dos residuos de Glu bésicos cataliticos em pH 2,0, desfavorecendo sua atuagdo como receptor
de protons na catalise, e a forma desprotonada do grupo amina dos residuos acidos cataliticos
(Glu/Lys) em pH acima de 8,0, ndo podendo mais atuarem como doadores de protons para
sustentarem a catalise. A medida que o pH se afasta dos extremos e se aproxima dos valores
otimos para a atividade catalitica, havera residuos de Glu basico cataliticos aptos a receberem
protons e residuos acidos cataliticos aptos a doarem protons para a catalise.

O CatD da 4oChi5472 possui, além do residuo Lys'?®, outros 11 residuos de Lys,
todos eles com valores tedricos de pKa de seus grupos amina variando de 10,18 (Lys’®) a 10,75
(Lys!'!"), assim como o valor do pKa da Lys na 4agua (10,57) (NOZAKI; TANFORD, 1967). No
entanto, residuos de Lys localizados em regides hidrofobicas de certas proteinas podem ter
valores de pKa anormais e sao essenciais para muitos processos bioquimicos, com determinou
experimentalmente (KOUGENTAKIS et al., 2018). Isso sugere, mais uma vez, que o residuo
Lys'?® da r4oChi5472 atue como doador de prétons na catalise, confirmando a funcionalidade

desta quitinase de A. occidentale de classe VI na degradacdo enzimatica da quitina.


http://nbcr-222.ucsd.edu/pdb2pqr_2.0.0/
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7.9.4 Efeito da temperatura na atividade quitindsica

A temperatura Otima para a atividade enzimatica e a estabilidade a variagcdo de
temperatura foram investigadas para as duas quitinases de 4. occidentale. A r40Chi4849
apresentou atividade enzimatica 6tima entre 40 e 50 °C e a r40Chi5472 entre 30 e 40 °C
(Figuras 34 A e 34B, respectivamente). Apds incubacao por 1 h na faixa de temperatura de 30 a
100 °C, a r40Chi4849 manteve sua atividade enzimatica acima de 90% até 50 °C, sendo
inativada gradativamente, com perda de 40% da atividade a 60 °C, mais de 80% a 70 °C e 100%
a 100 °C (Figura 34A). Ja a r40Chi5472 manteve 100% da sua atividade enzimatica até 40 °C,
perdeu 12% da atividade a 50 °C, 27% a 60 °C, 93,5% a 70 °C e 100% a 80 °C (Figura 34B).

As mudancgas na conformagao estrutural das quitinases apds desnaturagao térmica
foram evidenciadas pelos espectros de CD obtidos a 95 °C (Figuras 34C e 34D). Para avaliar
se esta desnaturacdo térmica ¢ irreversivel, apos as analises a 95 °C as amostras de proteinas
retornaram a temperatura de 20 °C e uma nova medi¢do de CD foi realizada. Os espectros

obtidos mostram que este processo € irreversivel para as duas quitinases (Figuras 34C e 34D).

Figura 34 - Efeito da varia¢do da temperatura na atividade enzimitica e na estrutura secunddria das quitinases
rAoChi4849 e rAoChi5472.
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Fonte: elaborada pela autora. Efeito da temperatura na (A e C) atividade enzimatica e na (B e D) estrutura
secundaria das quitinases r40Chi4849 e r40Chi5472.
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Muitas quitinases vegetais apresentam temperatura 6tima de atividade quitindsica
entre 30 e 50 °C, como foi mostrado para as quitinases r4oChi4849 e r4oChi5472. A
temperatura 6tima de 30 °C foi demostrada para uma quitina de classe IV da uva (VINCENZI
et al., 2014), para uma quitinase também de classe IV do mamao (CHEN et al., 2007) e para
uma quitinase de classe I do feijdo-caupi (LANDIM et al., 2017). Uma quitinase de classse 11
do arroz apresentou atividade 6tima em 35 °C (XAYPHAKATSA et al., 2008) e uma quitinase
de V. mungo mostrou atividade 6tima em 55 °C (PREETY; SHARMA ; HOODA, 2018).

Em relagdo a estabilidade térmica, apos incubacao a 70 °C por 1 h a r40Chi4849
reteve 18,2% da atividade enzimatica, sendo totalmente inativada por incubagdo a 100 °C,
mostrando ser mais termoestavel em relagdo a r4oChi5472, que ap6s incubagao a 70 °C por 1
h reteve apenas 6,5% da atividade enzimatica, sendo totalmente inativada ja na temperatura de
80 °C (Figura 34A e 34B). Apesar desse resultado, ¢ possivel encontrar quitinases de plantas
com alta estabilidade térmica, como ¢ o caso das quitinases do inhame (AKOND et al., 2014)
e da péra (Pyrus ussuriensis Maxim.) (HAN et al., 2016) que possuem temperatura 6tima de
atividade quitinasica a 70 °C e retém 40% da atividade enzimatica na temperatura de 80 °C.

A anélise da sequéncia de aminoacidos putativa das quitinases recombinantes no
servidor DiIANNA 1.1 (http://clavius.bc.edu/~clotelab/DiANNA/) prevé a formagdo de 8
ligagdes dissulfeto na r4oChi4849 (Cys®! - Cys>?, Cys® - Cys*, Cys*® - Cys*, Cys®¢ - Cys®!,
Cys” - Cys!®, Cys!> - Cys!® Cys!®7 - Cys?! e Cys?* - Cys?™) e 6 na r40Chi5472 (Cys* -
Cys®, Cys>® - Cys'3! Cys®’ - Cys!#, Cys!>® - Cys!®, Cys68- Cys®%). Isso pode refletir, portanto,
na resisténcia a desnaturagdo térmica dessas quitinases e explica a maior estabilidade da
rAoChi4849 em relagdo a r4oChi5472, ja4 que as ligacdes dissulfeto contribuem para a
estabilidade estrutural de proteinas em altas temperaturas e, principalmente, para a estabilidade
dos dominios cataliticos, assim como mostrou Ohnuma et al. (2008) para o dominio LysM da
quitinase PrChi-A de Pteris ryukyuensis Tagawa.

A temperatura de fusdo térmica (Tm) das quitinases foi determinada monitorando
as mudangcas na elipiticidade molar em funcao da temperatura (GREENFIELD, 2006¢). A Tm
obtida para a r40Chi4849 e r40Chi5472, respectivamente, foi de 77,3 e 58,01 °C (Figura 35).
Este resultado indica mais uma vez que a r40Chi4849 ¢ mais termoestavel que a r4oChi5472,
como também foi constatado nos ensaios de estabilidade térmica (Figura 34). Outras quitinases
vegetais também apresentam valores de Tm nessa faixa. Sierra-Gomez et al. (2019)
identificaram valores de Tm de 70 e 71 °C para as quitinases do A. tequilana, Landim et al.
(2017) determinaram a Tm de 54,4 para a quitinase do feijdo-caupi e Falconer et al. (2010)

determinaram a Tm de 55 °C para uma quitinase da uva.


http://clavius.bc.edu/~clotelab/DiANNA/
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Figura 35 - Curva de desnaturagdo térmica das quitinases rAoChi4849 e rAoChi5472 na faixa de 20 a 95 °C.
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Fonte: elaborada pela autora. Curva de desnaturacdo térmica das quitinases (A) rAoChi4849 e (B) rAoChi5472
determinada pelo espectro de CD obtido a 215 nm em diferentes temperaturas (20 a 95 °C), com amostras de
proteina purificada a 0,2 mg.mL™! em dgua. TM calculada de acordo com Greenfield (2006b).

7.9.5 Efeito de ions metdlicos e agentes quimicos na atividade quitindsica

Os ensaios de atividade quitinasica na presenca de ions metalicos demonstraram
que alguns ions reduziram significativamente (p < 0,05) a atividade enzimatica da r40Chi4849
(Pb*", Co*", Cu**, Fe**, Mn*" e Zn**) e dar40Chi5472 (AI**, Cd**, Ca**, Pb**, Cu*", Fe**, Mn*",
Rb" e Zn*"), enquanto que o Hg?" inibiu 100% a atividade de ambas as quitinases (Figura 36).

A interferéncia de ions metalicos carregados positivamente na atividade enzimatica
de quitinases tem sido descrita como consequéncia da interagdo destes ions com os residuos
carregados negativamente no sitio ativo da enzima, incluindo os residuos de Glu envolvidos na
atividade catalitica (LANDIM et al., 2017; SOUSA et al., 2019). Neste caso, a interagao entre
os ions metélicos positivos pode estar ocorrendo com os residuos Glu'*® e Glu'*” na r40Chi4849
e com os residuos de Lys'?® e Glu'*° na r40Chi5472, j4 que no ensaio enzimatico em pH 6,0 a
Lys se apresenta desprotonada, ou seja, com carga negativa e atuando como um 4acido.

Lin et al. (2005) investigaram a influéncia do ion Hg?" na conformagio e atividade
de uma B-N-Acetyl-D-glucosaminidase de Penaeus vannamei Boone. Os dados mostram que
uma molécula de Hg*" se liga a cada molécula de enzima causando a perda da atividade e que
a inibicdo total e irreversivel da enzima ocorre pela ligagao covalente do ion com o grupo
sulfidril de um residuo de Cys localizado no seu sitio ativo. Segundo Ramakrishna et al. (2018),
ions de metais pesados, como Hg?*, sdo agentes perturbadores da estrutura terciaria de proteinas
ao reagirem com grupos sulfidril, causando perda de atividade. Portanto, o ion Hg?"
provavelmente interagiu com residuos de Cys essenciais a estrutura funcional das quitinases

rAoChi4849 e r40Chi5472 inativando-as completamente e, talvez, irreversivelmente.
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Figura 36 — Efeito de ions metalicos na atividade enzimatica das quitinases r40Chi4849 e r40Chi5472.
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Fonte: elaborada pela autora. Atividade enzimatica das quitinases (A) r40Chi4849 e (B) r4oChi5472
na presenga de ions metalicos.

Concentragdes crescentes de EDTA e DTT (5, 50 e 100 mM) causaram redugdes
significativas (p < 0,05) na atividade enzimatica da r4oChi4849 e da r40Chi5472, exceto o
EDTA na concentragdo de 5 mM que aumentou significativamente (p < 0,05) a atividade da
rAoChi4849 (Figura 37). Inibicdo de 100% da atividade das duas quitinases foi observada na
presenga de SDS em todas as concentragdes testadas (0,5%, 1,0% e 2,0%) e quando expostas
ao B-mercaptoetanol na concentragdo de 5% (Figura 37). Ja o NaCl diminuiu significativamente
(p <0,05) a atividade das quitinases apenas em concentragdes acima de 1,0 M (Figura 38).

O EDTA ¢ um agente quelante que forma complexos com diversos ions. A
diminui¢do da atividade da r40Chi4849 e da r40Chi5472 na presenca desse agente indica que
estas quitinases provavelmente sejam metaloenzimas, e que dependam de ions catidnicos para
apresentarem a¢ao catalitica completa, apesar de ndo haverem muitos relatos na literatura sobre
quitinases associadas a ions. Kabir et al. (2016) caracterizaram uma quitinase de sementes de
Trichosanthes dioica Roxb. e observaram redugdo de 15% da atividade enzimatica na presenga
do EDTA, e aumento significativo na presenga dos ions Mg?" e Mn**, indicando a necessidade

de ions divalentes para a atividade enzimatica dessa quitinase.
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O EDTA na concentracdo de 5 mM foi capaz de aumentar 8% a atividade da
r4oChi4849 (Figura 37A). Este agente quelante constitui um acido fraco que em solucdes
aquosas dissocia-se produzindo espécies anidnicas. Em baixa concentragdo, esse agente
quelante nao foi capaz de diminuir a atividade da quitinase r40Chi4849, mas suas formas
anionicas podem ter interferindo no pH do meio de tal forma que favoreceu a atividade catalitica
dessa quitinase. Aliabadi et al. (2016) também mostraram que o EDTA em baixa concentracao
(1%) foi capaz de aumentar 20% a atividade de uma quitinase termoestavel de Cohnella sp.

O DTT e B-mercaptoetanol sdo agentes redutores capazes de reduzir as ligagdes
dissulfeto nas proteinas. Dessa forma, a inibicdo causada por esses agentes na atividade
enzimatica das quitinases r40Chi4849 e r4oChi5472 pode estar relacionada ao rompimento de
ligagdes dissulfeto importantes para a estabilidade do dominio quitinase GH19 e,
consequentemente, para suas conformagdes enzimaticamente ativas, assim como mostrou
Ohnuma et al. (2008) para o dominio LysM da quitinase PrChi-A de Pteris ryukyuensis Tagawa.

O SDS ¢ um agente desnaturante com propriedades anfipaticas que pode se ligar
aos residuos de aminoacidos das proteinas, gerando mudancas na sua conformagdo e,
consequentemente, levando a perda de atividade. Este reagente quimico inibiu completamente
a atividade enzimatica das quitinases r4oChi4849 e r40Chi5472, assim como inibiu 100% a
atividade da quitinase VuChil do feijao-caupi (LANDIM et al., 2017) e das quitinases CvChi45
e CvChi47 de Chromobacterium violaceum Schroter (LOBO et al., 2013; SOUSA et al., 2019).
No entanto, para trés quitinases bacterinas de Bacillus thuringiensis subsp. Kurstaki HBK-51
(KUZU; GUVENMEZ; DENIZCI, 2012), Streptomyces thermodiastaticus HF3-3 (TAKE et al.,
2018) e Cohnella sp. (ALIABADI et al., 2016) o SDS teve pouca influéncia na atividade
enzimatica. Além disso, agentes com propriedades surfactantes, como o SDS, podem favorecer
a atividade quitinasica. E o caso dos detergentes Tween20, Tween80 e Triton X-100 que
proporcionaram um aumento de 10%, 15% e 8%, respectivamente, na atividade da quitinase de
Cohnella sp. Por serem surfactantes mais suaves, esses reagentes diminuiram a tensao
superficial entre a proteina € 0 meio aquoso, aumento a frequéncia de contato entre o substrato
e o sitio ativo da enzima (ALIABADI et al., 2016).

A atividade enzimatica da r4oChi4849 e da r4oChi5472 foi reduzida significativa
(p <0,05) na presenca de NaCl (Figura 38). Essa interferéncia do NaCl ocorreu provavelmente
por consequéncia do aumento da forca i6nica do meio promovido pelo sal, dificultando a
solubilizagdo das proteinas e o contato com o substrato. No entanto, esse resultado pode indicar
também que essas quitinases apresentem boa tolerancia ao meio salino, ja que € preciso uma

quantidade de NaCl superior a 1,0 M para insolubiliza-las pelo processo de "salting-out".
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Figura 37 - Efeito de agentes quimicos quelantes, redutores e desnaturantes na atividade
enzimatica das quitinases r4oChi4849 e r40Chi5472.
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Fonte: elaborada pela autora. Atividade enzimatica das quitinases (A) r40Chi4849 e (B)
rAoChi5472 na presenca de EDTA, DTT, SDS e B-Mercaptoetanol (5%).

Figura 38 - Efeito do NaCl na atividade enzimética das quitinases r40Chi4849 e r40Chi5472.
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Fonte: elaborada pela autora. Atividade enzimatica das quitinases (A) r40Chi4849 e (B) r4oChi5472
na presenga de NaCl.
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7.9.6 Cinética enzimdtica

A atividade enzimatica das quitinases r40Chi4849 e r4oChi5472 com diferentes
concentragdes de quitina coloidal seguiu a cinética de Michaelis-Menten (Figura 39), onde
observa-se as curvas de saturacao das enzimas formadas a partir da relagdo entre a concentracao

do substrato ¢ a velocidade da reagdo.

Figura 39 — Comportamento cinético das quitinases r40Chi4849 e r40Chi5472 com o substrato quitina coloidal.
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Fonte: elaborada pela autora. Plotagem da atividade enzimatica das quitinases (A) r40Chi4849 e (B) r4oChi5472
com diferentes concentragdes de quitina coloidal (0,5 a 5 mg.mL""). Uma unidade de atividade quitinésica (U)
representa 1 nmol de GlcNAc obtido por mg de enzima em 1 min.

Os parametros cinéticos determinados para as quitinases r40Chi4849 e r4oChi5472
estdo agrupados na tabela 4. Para a r40Chi4849, os parametros cinéticos obtidos foram Vimax =
64,97 nmol.min.mg™!, K = 3,81 mg.mL"!, Kot = 18,20 min™! e Keat/Kim = 4,77 mg.mL.min! e
para a rAoChi5472 foram Vimax = 3,20 nmol.min.mg™!, K = 1,71 mg.mL"}, Keae = 1,15 min' e
Keat/Km = 0,67 mg.mL.min"'. O Vimax, referente ao valor maximo da velocidade inicial da reagdo
quando todos os sitios ativos estdo ocupados, foi 20 vezes maior para a r4oChi4849 em relagao
a rAoChi5472. O K, concentragdo do substrato necessaria para a reacdo chegar a metade da
sua velocidade méaxima, foi duas vezes maior para a r40Chi4849. O valor do K, € inversamente
proporcional a afinidade da enzima ao substrato, ou seja, quanto menor for o valor de Ky, maior
serd a afinidade da enzima ao substrato. Dessa forma, apesar de ter uma velocidade de reagao
menot, a rAoChi5472 apresenta maior afinidade ao substrato em relagdo a r40Chi4849. O Kca,
nimero maximo de mols de substrato que pode ser convertido em produto por mol de enzima
em uma unidade de tempo, foi 15 vezes maior para a r40Chi4849. Esses dados culminam na

eficiéncia catalitica enzimatica (Kca/Km) que foi 7 vezes maior para a r4oChi4849.
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Tabela 4 - Pardmetros cinéticos das quitinases r40Chi4849 e r40Chi5472 com o substrato quitina coloidal

. Vinax K Kea Eficiéncia
Enzima (nmol.minmg')  (mgmL") (min"") Catalitica
Ain.mg & (mg.mL.min")
r4oChi4849 64,97 3,81 18,20 4,77
rAoChi5472 3,20 1,70 1,15 0,67

Fonte: elaborada pela autora.

O K obtido para a tAoChi4849 (3,81 mg.mL!) estd proximo ao valor do K
determinado para a quitinase AtChil (4,84 mg.mL™") do 4. tequilana, (STERRA-GOMEZ et al.,
2019) enquanto que o0 K da trAoChi5472 (1,70 mg.mL™') é proximo ao K, determinado para a
quitinase OsChia2b (1,9 mg.mL!) de O. sativa (TRUONG et al., 2003). Embora a afinidade ao
substrato da r4oChi5472 (Km = 1,7 mg.mL™!) seja maior que a afinidade da r40Chi4849 (Km
=3,81 mg.mL™), a eficiéncia catalitica de r40Chi5472 (0,67 mg.mL.min™") é significativamente
menor que a eficiéncia catalitica de r40Chi4849 (4,77 mg.mL.min'). No entanto, as duas
quitinases do cajueiro possuem eficiéncia catalitica superior as quitinases AtChil (0,09
mg.mL.min"") e AtChi2 (0,06 mg.mL.min") de 4. tequilana (SIERRA-GOMEZ et al., 2019).
Todos esses dados foram obtidos utilizando a quitina coloidal como substrato.

A 1AoChi5472 possui algumas caracteristicas estruturais bem diferentes da
rAoCh4849, incluindo a substituicdo do residuo de aminoacido acido Glu, responsavel pela
catalise, por um residuo de aminoacido basico Lys. No entanto, ao que tudo indica, essa
substitui¢do ndo afeta a capacidade catalitica da r40Chi5472. Dessa forma, a menor eficiéncia
catalitica desta quitinase pode estar relacionada a auséncia do dominio de ligacdo a quitina,
presente na r40Ch4849, pois tem sido demostrado que este ¢ um fator importante que pode

suprimir a capacidade de hidrolisar alguns tipos de substratos (TAKASHIMA et al., 2018).

7.9.7 Perfil da producao de oligomeros

Os oligomeros de GlcNAc produzidos pela acao da r40Chi4849 e da r4oChi5472
a partir da quitina coloidal, foram analisados por Espectrometria de Massas com lonizagao por
Electrospray (ESI-MS). As massas obtidas nos espectros foram analisadas quanto ao tamanho
correspondente a oligdmeros de GIcNAc, levando em conta a presenca de adutos inerentes da
amostra e do equipamento e resultados obtidos por outros autores nesse tipo de analise.

A presenga de (GlcNAc): foi observada no espectro dos produtos de hidrélise

gerados pela r4oChi4849, no ion com m/z de 244,1 considerando a massa do (GIcNAc); (221,21)
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com o Na" (ion s6dio, PM = 23,0) como aduto (Figura 40A). Para a rAoChi5472 a presenca de
(GIeNAc)1 ndo ficou tdo evidente, no entanto pode se considerar a m/z de 376.9 com os adutos
NaAc (acetato de sodio, PM = 82,0), ACN (acetonitrila, PM =41,00) e CH30H (Metanol, PM
= 32,0) ou a m/z de 409,2 com os adutos CH30H, 2ACN e KCL (cloreto de potassio, PM =
74,5), como espectro de um (GlcNAc) (Figura 40B).

O (GlIeNAc): complexado com o Na* e com m/z de 447,1 est presente nos espectros
dos produtos de hidrdlise das duas quitinases (Figura 40). Da mesma forma, um ion com m/z
de 447,1 foi observado por Wang et al. (2014) no espectro de ESI-MS dos produtos de hidrolise
da quitina coloidal realizada por uma quitinase de Pseudoalteromonas sp. Além disso, um ion
com m/z de 447,28 correspondente a um di-N-acetilquitobiose foi obtido no espectro dos
produtos da reacdo de hidrolise da quitina coloidal realizada por uma quitinase da linhagem
Cellulosimicrobium cellulans 191 (FLEURI et al., 2009) e um ion de m/z de 447,26 foi
detectado no trabalho de Young, Simpson e Ward, (2005) como tnico ion obtido no espectro de
ESI-MS dos produtos de hidrolise da quitina coloidal gerados por uma quitinase recombinante
do Baculovirus Epiphyas postvittana nucleopolyhedrovirus, sendo considerada pelo autores
como uma exoquitinase. Isso reforca a ideia de que as quitinases r4o0Chi4849 e r40Chi5472
apresentam atividade exoquitindsica.

Um fon correspondente ao (GIcNAc); com o aduto Na* (m/z 650,3) foi identificado
nos espectros dos produtos de hidrélise da r4oChi5472 (Figura 40B), assim como foi observado
também nos trabalhos de Wang et al. (2014) e Fleuri et al. (2009). Para a r40Chi4849
possivelmente a m/z de 659,3 com o aduto CH3OH corresponde a um (GlcNAc)3 (Figura 40A).
Ja o (GlcNAc)s com o aduto ACN (m/z 871,3) foi identificado nos espectros dos produtos de
hidroélise da r40Chi4849 (Figura 40A), assim como foi identificada por Wang et al. (2014).

Kamst et al. (1995) identificaram o ion de m/z de 813 correspondente ao espectro
de (GIcNAc)4 obtido da reacdo de uma N-acetil-glucosaminiltransferase de E. coli sobre a
quitina. Dessa forma, o ion de m/z de 812,9 identificado nos produtos de hidrolise da
rAoChi5472 sobre a quitina coloidal possivelmente corresponde a massa de um (GIcNAc)s com
o aduto NH4" (ion amonio, PM = 18,0).

Portanto, a detec¢do de mondmeros, dimeros, trimeros e oligdmeros com 4
unidades de GIcNAc nos espectros dos produtos de hidrolise da r40Chi4849 e da r4o0Chi5472,
sugerem que estas quitinases apresentam atividade exo e endoquitinasica, como sugerem
também os resultados obtidos nos ensaios enzimaticos realizados com a presenca e auséncia da

enzima B-Glucuronidase.
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Figura 40 — Perfil da produgdo de oligomeros de GIcNAc pela agdo das quitinases r40Chi4849 e r40Chi5472 com
o substrato quitina coloidal.
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Fonte: elaborada pela autora. (A) Espectro dos produtos de hidrdlise da r40Chi4849. (B) Espectro dos produtos
de hidrélise da r40Chi5472. Massa molecular: mondmero de N-acetilglucosamina (GleNAc),=221.21; S6dio (Na*)
=23,00; Acetonitrila (ACN) =41,00; Metanol (CH30H) = 32,0; ion aménio (NH4) = 18,0.

7.10 Atividade biologica das quitinases r40Chi4849 e r40Chi5472

7.10.1 Atividade sobre o crescimento micelial de fungos filamentosos fitopatogénicos

A atividade antifiingica das quitinases r40Chi4849 e r40Chi5472 realizada através
da difusdo da amostra de proteina em discos de papel esta demostrada nas figuras 41, 42, 43 e
44, onde se observa as imagens dos fungos cultivados em placas de BDA e a curva de
crescimento plotada no gréfico ao lado, onde cada ponto representa a média + desvio padrdo do
crescimento micelial de cada fungo do centro da placa em direcdo aos discos.

O crescimento dos isolados de Lasiodiplodia spp. na presenca da quitinase
rAoChi4849 foi significativamente menor (*, p <0,05) no ponto de 48 h para os isolados BAN7
e CCJ127 e no ponto de 72 h para os isolados CCJ166 e CCJ184 em relacdo ao crescimento na
presenca de tampao (Figura 41). J& os isolados de Fusarium spp. BAN16, BAN100 e BAN225
nao apresentaram redugdo do crescimento micelial na presenga da r40Chi4849 em nenhum dos

intervalos de tempo em que foram monitorados (Figura 42).
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Na presenca da quitinase r40Chi5472, o crescimento dos isolados de Lasiodiplodia
spp. foi significativamente menor (*, p < 0,05) no ponto de 48 h para os isolados BAN7 e
CCJ127 e no ponto de 72 h para o isolado CCJ184 em relagdao ao crescimento na presenca de
agua (Figura 43A, 43B e 43D). Ja o isolado CCJ166 de Lasiodiplodia sp. e os isolados BAN16
e BAN100 de Fusarium spp., ndo apresentaram reducao significativa do crescimento micelial
na presenca da r4oChi5472 (Figuras 43C, 44A e 44B), enquanto o isolado BAN225 de
Fusarium sp. teve redugdo significativa do crescimento micelial (*, p < 0,05) em todo o
intervalo de tempo que foi monitorado (Figura 44C).

A atividade antifingica das quitinases r40Chi4849 e r40Chi5472 realizada através
da dispersao da amostra de proteina sobre o meio BDA esta demostrada nas figuras 45, 46, 47
e 48, onde se observa as imagens dos fungos cultivados em placas de BDA e a curva de
crescimento plotada no gréfico ao lado, onde cada ponto representa a média + desvio padrao do
diametro médio do crescimento micelial de cada fungo.

As curvas de crescimento dos isolados de Lasiodiplodia spp. € Fusarium spp. nao
mostraram reducdo significativa do crescimento micelial na presenca da quitinase r40Chi4849
em relagdo as curvas de crescimento na presenga de tampao (Figuras 45 e 46), exceto a curva
de crescimento do isolado CCJ127 de Lasiodiplodia sp. que teve redugdo significativa (*, p <
0,05) no ponto de 48 h de incubagdo (Figura 45B).

Ja a r40Chi5472 continuou mostrando atividade antifingica sobre os isolados de
Lasiodiplodia spp., sendo bastante expressiva para o isolado BAN7 que teve reducdo
significativa (*, p < 0,05) do didmetro médio do micélio nos pontos de 24, 48 e 72 h, em
comparagdo ao crescimento micelial na presenca de dgua (Figura 47A). Com 24 e 48 h de
incubacdo, a inibicao causada pela r40Chi5472 (500 pg) no crescimento micelial deste isolado
assemelhou-se a inibigdo realizada pelo antifingico carbendazim na dose de 5 pg. Com 72 h de
incubacdo, o crescimento do fungo foi retomado, mas o micélio apresentou aspecto danificado
e com presenca de estruturas de resisténcia, o que nao ocorreu no controle (Figura 47A).

Sobre os demais isolados de Lasiodiplodia spp., a 1AoChi5472 reduziu
significativamente (*, p < 0,05) nos pontos de 24 e 48 h o isolado CCJ127 (Figura 47B), no
ponto de 72 h o isolado CCJ166 (Figura 47C) e nos pontos de 48 e 72 h o isolado CCJ184
(Figura 47D). Sobre os isolados BAN16 e BAN100 de Fusarium spp. a rAoChi5472 nao
apresentou atividade de inibigdo significativa, mas continuou inibindo de forma significativa

(*, p <0,05) o crescimento micelial do isolado BAN225 (Figura 48).



133

Figura 41 — Atividade antifingica da r40Chi4849 sobre isolados de Lasiodiplodia spp. com os tratamentos
difundidos em discos de papel.
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Fonte: elaborada pela autora. Crescimento micelial dos isolados de Lasiodiplodia spp. (A) BAN7, (B) CCJ127,
(C) CCJ166 ¢ (D) CCJ184 na presenga da quitinase r40Chi4849 na dose de 500 pg (P/®), carbendazim na dose
de 2 pug (A/m) e 100 pL de tamp@o acetato de sodio 50 mM, pH 5,0 (T/A), difundidos em disco de papel.
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Figura 42 — Atividade antifingica da r40Chi4849 sobre isolados de Fusarium spp. com os tratamentos difundidos
em discos de papel.
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Fonte: elaborada pela autora. Crescimento micelial dos isolados de Fusarium spp. (A) BAN16, (B) BAN100 e (C)
BAN225 na presenga da quitinase r40Chi4849 na dose de 500 ug (P/®), tiabendazol na dose de 5 mg (A/m) e 100
pL de tampao acetato de s6dio 50 mM, pH 5,0 (T/A), difundidos em disco de papel.
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Figura 43 — Atividade antifingica da r4oChi5472 sobre isolados de Lasiodiplodia spp. com os tratamentos
difundidos em discos de papel.
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Fonte: elaborada pela autora. Crescimento micelial dos isolados de Lasiodiplodia spp. (A) BAN7, (B) CCJ127,
(C) CCJ166 e (D) CCJ184 na presenga da quitinase r40Chi5472 na dose de 500 ug (P/®), carbendazim na dose
de 2 pug (A/m) e 100 pL de agua destilada estéril (H/ A), difundidos em disco de papel.
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Figura 44 — Atividade antifingica da r40Chi5472 sobre isolados de Fusarium spp. com os tratamentos difundidos
em discos de papel.
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Fonte: elaborada pela autora. Crescimento micelial dos isolados de Fusarium spp. (A) BAN16, (B) BAN100 ¢ (C)
BAN225 na presenga da quitinase r40Chi5472 na dose de 500 pg (P/e), tiabendazol na dose de 5 mg (A/m) e 100
pL de agua destilada estéril (H/ A), difundidos em disco de papel.



139

Figura 45 — Atividade antifingica da r40Chi4849 sobre isolados de Lasiodiplodia spp. com os tratamentos
difundidos na superficie do BDA.
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Conclusdo
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Fonte: elaborada pela autora. Crescimento micelial dos isolados de Lasiodiplodia spp. (A) BAN7, (B) CCJ127,
(C) CCJ166 ¢ (D) CCJ184 na presenga da quitinase r40Chi4849 na dose de 500 ug (P/®), carbendazim na dose
de 5 pug (A/m) e 100 pL de tamp@o acetato de sédio 50 mM, pH 5,0 (T/A), difundidos na superficie do BDA.
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Figura 46 — Atividade antifungica da r40Chi4849 sobre isolados de Fusarium spp. com os tratamentos difundidos
na superficie do BDA.
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Fonte: elaborada pela autora. Crescimento micelial dos isolados de Fusarium spp. (A) BAN16, (B) BAN100 ¢ (C)
BAN225 na presenga da quitinase r40Chi4849 na dose de 500 pg (P/e), tiabendazol na dose de 5 mg (A/m) e 100
pL de tampao acetato de sodio 50 mM, pH 5,0 (T/A), difundidos na superficie do BDA.
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Figura 47 — Atividade antifingica da r4oChi5472 sobre isolados de Lasiodiplodia spp. com os tratamentos
difundidos na superficie do BDA.
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Conclusdo
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Fonte: elaborada pela autora. Crescimento micelial dos isolados de Lasiodiplodia spp. (A) BAN7, (B) CCJ127,
(C) CCJ166 ¢ (D) CCJ184 na presenga da quitinase r4oChi5472 na dose de 500 pg (P/®), carbendazim na dose
de 5 pug (A/m) e 100 pL de agua destilada estéreo (T/A), difundidos na superficie do BDA.
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Figura 48 — Atividade antifungica da r40Chi5472 sobre isolados de Fusarium spp. com os tratamentos difundidos
na superficie do BDA.
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Fonte: elaborada pela autora. Crescimento micelial dos isolados de Fusarium spp. (A) BAN16, (B) BAN100, (C)
BAN225 na presenga da quitinase r40Chi5472 na dose de 500 pg (P/e), tiabendazol na dose de 5 mg (A/m) e 100
pL de agua destilada estéreo (T/A), difundidos na superficie do BDA.
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A capacidade de inibir o crescimento micelial de fungos fitopatogénicos tem sido
demonstrada para muitas quitinases vegetais recombinantes, incluindo as quitinases AtChil e
AtChi2 de classe I de 4. tequilana sobre Aspergillus sp. utilizando o método de difusao em
discos (SIERRA-GOMEZ et al., 2019), a quitinase de classe I VuChil de ¥V unguiculata sobre
Penicillium herquei (LANDIM et al., 2017), a quitinase de classe Il TCHT11 de O. sativa contra
cepas de Trichoderma viride (XAYPHAKATSA et al., 2008) e uma quitinase de classe VII de
T. aestivum sobre uma variedade de fungos fitopatogenos (SINGH; ISAAC KIRUBAKARAN;
SAKTHIVEL, 2007). Quitinases obtidas de fungos (SHEHATA et al., 2018) e bactérias
(SOUSA et al., 2019), também apresentam potencial atividade antifungica contra fungos
filamentosos fitopatogénicos.

Neste trabalho foi demostrado que as duas quitinases recombinantes do cajueiro
rAoChi4849 e r40Chi5472 apresentam efeitos inibitorios varidveis para os diferentes fungos
fitopatogé€nicos ou até mesmo nenhuma atividade sobre alguns isolados. Partindo do principio
de que estas quitinases atuam na quitina da parede celular fungica, essa inibi¢ao diferenciada
pode ser explicada por duas vertentes: pela variagdo da propor¢ao da quitina na parede celular
desses fungos, sendo aqueles com baixos niveis de quitina menos susceptiveis a acdo das
quitinases, ou pela exposi¢ao das ligacdes susceptiveis as quitinases na quitina da parede celular
desses fungos, uma vez que ligagdes menos expostas sao também menos susceptiveis ao ataque
das quitinases, assim como mostrou Yan et al. (2008).

Outra questao a ser discutida € que a atividade antifingica da quitinase r40Chi4849
sobre os isolados de Lasiodiplodia spp. foi mais expressiva no ensaio onde a amostra de
proteina foi difundida em discos de papel, em relagcdo ao ensaio onde a amostra foi espalhada
sobre a superficie do BDA. Isso pode ser explicado pelo fato de que, sobre o disco de papel a
amostra se manteve mais concentrada e, consequentemente, mais ativa sobre o micélio fingico.
Quando espalhada sobre o meio BDA, a mesma dose de proteina (500 pg) ficou menos
concentrada e, consequentemente, menos ativa.

No entanto, apesar de ter sido utilizada nos mesmos tratamentos, a r40Chi5472
apresentou atividade antifingica contra os mesmos fungos em ambos os ensaios, se mostrando,
portanto, mais ativa que a r4oChi4849. Quando espalhada sobre o0 meio BDA, a mesma dose
da r40Chi5472 (500 ng) teve sua area de atuacdo aumentada e, consequentemente, um efeito
antifingico mais expressivo, principalmente sobre o isolado BAN7, que visualmente se
mostrou mais sensivel a agdo dessa quitinase em relagdo aos demais fungos.

O efeito inibitorio das quitinases r40Chi4849 e r40Chi5472 sobre o crescimento

micelial dos isolados de Lasiodiplodia spp. e Fusarium spp. reduziu significativamente com o
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tempo e, na maioria dos ensaios, apds 72 h de incubacdo o crescimento micelial normal foi
retomado. Isso demonstra que as quitinases do cajueiro apesar de ndo apresentarem acao
fungicida, exerceram acao fungistatica, retardando o crescimento micelial. Além disso, a agao
antifingica dessas quitinases deve ser melhor estudada para avaliar o efeito sobre a esporulagao
desses fungos e sobre a germinagdo de esporos. Para o isolado BAN7 de Lasiodiplodia spp.
observou-se que a retomada do crescimento micelial apds 72 h de incubagdo com a r40Chi5472
nao ocorreu de forma uniforme na placa, prevalecendo a presenga de hifas ténues e a formagao
de conidios, o que caracteriza uma linha de defesa do fungo (Figura 47A). Dessa forma, uma
porcao do final dessas hifas foi coleta e analisada por Microscopia Eletronica de Varredura para
elucidar o efeito da r4oChi5472 sobre a estrutura micelial desse fungo.

A figura 49 mostra as imagens obtidas do micélio fungico de Lasiodiplodia sp.
BANT7 apo6s tratamento com a quitinase r40Chi5472 e com os controles agua e carbendazim.
Nas imagens obtidas do micélio tratado com agua € possivel observar hifas com uma aparéncia
normal, caracterizada por uma densa rede de estruturas tubulares longas e entrelagadas,
exibindo uma superficie lisa e uniforme (Figuras 49A e 49B). Aala, Yusuf e Nulit (2013)
analisaram por MEV os efeitos do extrato de alho sobre Trichophyton rubrum (Castell.) Sabour
e descreveram os padrdes normais das hifas ndo tratadas como lineares, com superficie estavel
e apice afilado, assim como foi observado para o isolado Lasiodiplodia sp. BAN7.

O micélio tratado com a r40Chi5472 apresenta hifas dispersas, mais curtas € nao
lineares (Figura 49C), hifas com baixo calibre, com perda da turgidez e com a superficie rugosa
(Figura 49D) e hifas com retragdo que gera uma estrutura plana em forma de fita com tor¢des
em alguns pontos (Figura 49E). A presencga de hifas escamosas sugere um destacamento da
camada externa da parede celular das hifas de Lasiodiplodia sp. BAN7 em contato com a
r4oChi5472 (Figura F), alguns aspectos também observados por Aala, Yusuf e Nulit (2013), os
quais mencionam a ocorréncia da demoli¢do da parede celular das hifas de 7. rubrum em
contato com extrato de alho.

A atividade antifingica da r4oChi5472 foi também comparada a acdo do
carbendazim, um antifingico que atua na inibicdo de tubos germinativos, formacdo de
apressorios e crescimento de micélios. Na presenga do carbendazim, bem como na presenca da
rAoChi5472, observou-se a formacdo de hifas de baixo calibre e pontas de hifas com
protuberancias (Figuras 49G e 491), que possivelmente representam hifas que foram impedidas
de continuar seu crescimento. Além disso, também foram observados pontos de rupturas nas
hifas (Figuras 49H, 49J e 49K) e hifas perpendicularmente rompidas, produzindo uma borda
regular e plana (Figuras 49H, 49K e 49L).
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Figura 49 - Microscopia Eletronica de Varredura de Lasiodiplodia sp. BAN7 cultivado na presenga da quitinase
r4oChi5472 e dos controles agua e carbendazim.

rAoChi5472 (500 ug)

Fonte: elaborada pela autora. Imagens de MEV do micélio de Lasiodiplodia sp. BAN7 tratado com agua (A,
B), carbendazim na dose de 5 pg (G, H) e r4oChi5472 na dose de 500 pug (C, D, E, F, 1, J, K, L). As setas
vermelhas indicam alteracdes estruturais evidenciadas no micélio fungico ocasionadas pela agdo da quitinase
r4oChi5472 ou do antifiingico carbendazim.
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Diante do exposto, sugere-se que a agdo da r40Chi5472 nas cadeias de quitina
presentes na parede celular do fungo Lasiodiplodia sp. BAN7, causa inibi¢do do crescimento
micelial, induzindo varias alteragcdes morfoldgicas nas hifas, conforme revelado por MEV. Esse
resultado também confirma, mais uma vez, que o residuo Lys'?® de r4oChi5472 pode atuar
como doador de protons durante a catélise, explicando a capacidade desta quitinase de classe
VI de A. occidentale de degradar a quitina e causar danos nas paredes celulares de fungos
filamentosos fitopatogénicos.

As doengas causadas por fungos fitopatogénicos em plantagdes de importancia
econdmica, representam uma das maiores preocupagdes na producao agricola mundial (NETTO
et al.,, 2017; RODRIGUEZ-GALVEZ et al., 2017). O fitopatogeno Lasiodiplodia spp., em
especial a espécie L. theobromae, € responsavel por diversas patologias em culturas importantes.
Este fungo pode infectar diferentes espécies de plantas em regides tropicais e temperada e vem
se tornando um sério problema para os produtores de plantas frutiferas no Nordeste brasileiro,
bem como no estado do Ceard. Esse patdgeno pode causar diferentes sintomas nas plantas
infectadas, incluindo seca-descendente (die-back), cancro em ramos, caules e raizes, lesoes em
estacas e folhas, além de infectar frutos e incitar a morte de mudas e enxertos (FREIRE et al.,
2004; LIMA et al., 2013b). No cajueiro, este fungo ¢ o causador da podridao-preta-da-haste e
da resinose, doencas caracterizadas pela deficiéncia nutricional, murcha, queda de folhas,
podridao seca dos ramos e a formagdo de cancros nos ramos lenhosos e no tronco, geralmente
acompanhada de exsuda¢@o de goma e escurecimento dos tecidos (CARDOSO et al., 2009). Na
banana, este patogeno estd relacionado a patologia conhecida como podriddo da coroa
(RANASINGHE; JAYAWARDENA; ABEYWICKRAMA, 2002). Além disso, foi relatado
como causador da morte de culturas de manga no Peru (RODRIGUEZ-GALVEZ et al., 2017).

Os agrotoxicos convencionais que tradicionalmente vém sendo utilizados para o
controle de pragas agricolas, ocasionam também, varios danos ao homem e ao meio ambiente.
As quitinases apresentam grande potencial de aplicacdo no controle de fungos fitopatogénicos
e, em virtude disso, constituem enzimas candidatas ao desenvolvimento de biopesticidas e
estratégias de biocontrole de pragas, como o tratamento pos colheita, na perspectiva de
substitui¢do dos meios de controle de pragas convencionais (KIM; JE, 2010; BANANI et al.,
2015; RATHORE; GUPTA, 2015). Dessa forma, as quitinases do cajueiro, r40Chi4849 e
rAoChi5472, representam um importante insumo biotecnologico a ser estudado, na perspectiva

de sua aplicagdo como antifiingico.
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7.10.2 Atividade contra fungos leveduriformes do género Candida

A investigacdo da atividade antifingica das quitinases r40Chi4849 e r40Chi5472
contra Candida spp. foi realizada inicialmente com as cepas C. parapsilosis ATCC 22019, C.
krusei ATCC 6258 e a cepa clinica C. albicans 2. Nessa investigacao, foi possivel determinar a
Concentragao Inibitéria Minima (CIM), definida como a menor concentragdo de proteina capaz
de reduzir 50% o crescimento fungico apds 24 h de incubagdo (CLSI, 2008).

A r40Chi4849 apresentou atividade contra as cepas C. parapsilosis ATCC 22019 e
C. krusei ATCC 6258 com uma CIM de 23,43 ug.mL!. No entanto, ndo apresentou atividade
sobre a cepa clinica C. albicans 2. até a dose de 750 pg.mL' (Tabela 5). A r40Chi5472
apresentou atividade de inibicao para as trés cepas testadas com valores da CIM de 2,92 pg.mL"
Upara a C. parapsilosis ATCC 22019 e para a cepa clinica C. albicans 2 e de 1,46 ng.mL™! para
a C. krusei ATCC 6258 (Tabela 5). Com este resultado pode-se afirmar, mais uma vez, que a
rAoChi5472 ¢ mais ativa que a r40Chi4849 em relagdo a atividade antifingica, assim como foi
observado nos ensaios de atividade antifungica contra fungos filamentosos fitopatogénicos.

Em virtude da quitinase r4oChi5472 ter apresentado atividade antifingica em
baixas concentragdes da proteina para todas as cepas testadas, inclusive para a cepa clinica,
novos testes antifingicos foram realizados com outras cepas clinicas de Candida spp. para
avaliar se essa quitinase apresenta um amplo espectro de ac¢ao sobre estas leveduras. Os valores
de CIM encontrados para as diferentes cepas estdo na tabela 5 e variam entre 2 a 800 ug.mL™.
Observou-se que, das 15 cepas clinicas testadas, para oito a CIM obtida foi igual ou menor que
8 ug.mL!, para cinco cepas a CIM varia de 32 a 800 ug.mL! e para apenas 2 cepas a CIM nio
foi definida nas concentragdes de proteina testadas (Tabela 5).

O género Candida compreende patégenos causadores de diversos tipos de infecgdes,
tanto superficiais quanto infec¢des sistémicas que podem ser fatais, sobretudo se tratando de
infec¢des hospitalares (ALLONSIUS et al., 2019). Tradicionalmente, as infec¢des causadas por
Candida spp. sdo tratadas com os compostos antifingicos azdis, no entanto, a problematica da
resisténcia antimicrobiana tem aumentado a busca por produtos antifingicos alternativos,
incluindo a perspectiva de uso de quitinases (HECTOR et al., 2016; ALLONSIUS et al., 2019).
Dessa forma, a atividade antimicrobiana apresentada pela quitinase do cajueiro r4o0Chi5472
sobre cepas clinicas de Candida spp., representa um importante achado que merece ser
investigado na perspectiva de gerar novos produtos terapéuticos alternativos aos convencionais,

que se mostram defasados em relacdo aos mecanismos de resisténcia desses patdgenos.
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Tabela 5 — Valores de CIM obtidos para as quitinases r40Chi4849 e r40Chi5472 sobre cepas de Candida ssp.

Valores de CIM® (ug.mL")
Cepa?® Origem
Fluconazol rAoChi5472 rAoChi4849

C. albicans 1 (105) Sangue 32 256 750 pg.ml”!
C. albicans 2 (71) Sangue 32 2,92 pg.ml’! NT
C. albicans 3 (442) Sangue 16 8 NT
C. albicans 4 (938) Sangue 32 32 NT
C. albicans 5 (47THM) Urina 0,25 >800 NT
C. albicans 6 (52HM) Urina 0,25 >800 NT
C. parapsilosis 1 (43) Sangue 32 4 NT
C. parapsilosis 2 (356) Sangue 8 128 NT
C. parapsilosis 3 (1980) Sangue 32 8 NT
C. parapsilosis 4 (S0HM) Urina 0,5 2 NT
C. parapsilosis 5 (40HM) Sangue 4 4 NT
C .tropicalis 1 (23) Sangue 32 8 NT
C. tropicalis 2 (72) Sangue 32 4 NT
C. tropicalis 3 (574) Sangue 32 800 NT
C. tropicalis 4 (38HM) Aspiracao

trzquueal 0,5 400 NT
C. parapsilosis ATCC 22019 - 2 2,92 23.43
C. krusei ATCC 6258 - 16 1,46 23.43

Fonte: elaborada pela autora. * Cepas de bactérias obtidas da cole¢io do LABIMAN. ® CIM foi definida como a
mais baixa concentragdo de proteina capaz de reduzir 50% o crescimento fingico apds 24 h de incubacdo. NT =

nao testado.

7.10.3 Atividade contra cepas de bactérias

A investigacdo da atividade antibacteriana das quitinases r40oChi4849 e

rAoChi5472 foi realizada com trés cepas da bactéria Staphylococcus aureus. A cepa S. aureus

ATCC 6538P, a cepa S. aureus ATCC 65398 meticilina resistente (MRSA) e uma cepa clinica

de S. aureus também resistente & meticilina (S. aureus 1 MRSA). Nessa investigacdo foi

possivel determinar a CIM, definida como a menor concentra¢do de proteina capaz de inibir

100% o crescimento bacteriano ap6s 20 h de incubagdo (CLSI, 2015).



151

O resultado obtido mostra que as quitinases do cajueiro r40Chi4849 e r4oChi5472
ndo apresentam atividade antibacteriana sobre as cepas testadas, na faixa de concentracdo de

1500 a 2,92 pg.ml™! (Tabela 6).

Tabela 6 — Valores de CIM obtidos para as quitinases r4oChi4849 e r40Chi5472 sobre cepas de S. aureus

Valores de CIM" (ug.mL™)

Copas® S. aureus S. aureus S. aureus 1
Quitinases ATCC 6538P ATE/E{gSA?’% MRSA
r4oChi4849 >1500 >1500 >1500
rAoChi5472 >1500 >1500 >1500

Fonte: elaborada pela autora. ® Cepas de bactérias obtidas da colegio do LABIMAN. b CIM definida como a menor
concentragdo de proteina capaz de inibir 100% o crescimento bacteriano ap6s 20 h de incubagéo.

Partindo do principio de que algumas quitinases podem apresentar atividade sobre
o componente peptidoglicano da parede celular de bactérias, semelhante a lisozima, essas
proteinas também podem constituir importantes agentes antibacteriano. Muitas quitinases
vegetais com atividade lisozima tém sido descritas na literatura e por isso sdo chamadas de
quitinase/lisozima (HEITZ et al., 1994; MAYER et al., 1996; PATEL et al., 2009). Um exemplo
classico dessas proteinas ¢ a hevamine, isolada do latex de H. brasiliensis (JEKEL;
HARTMANN; BEINTEMA, 1991).

Algumas dessas quitinases/lisozima sdo consideradas bifuncionais, ou seja, podem
apresentar tanto atividade antifiingica, quanto atividade antibacteriana (GHASEMI et al., 2011).
As quitinases do cajueiro aqui estudadas, r4oChi4849 e r4oChi5472, ndo demostraram
atividade antibacteriana sobre as cepas testadas, fato este que pode evidenciar a especificidade

destas enzimas para a quitina.
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8 CONCLUSAO

Este trabalho comprovou a funcionalidade das quitinases recombinantes do cajueiro
rAoChi4849 e r4oChi5472 com relacao a capacidade de degradar a quitina, a0 mesmo tempo
que evidenciou um novo modo de acdo das quitinases, no qual um residuo de Lys atua como o
doador de protons na catélise.

Estas quitinases também apresentaram atividade antifingica in vitro sobre fungos
fitopatogénicos dos géneros Lasiodiplodia e Fusarium e cepas fungicas de importancia médica
do género Candida. Embora a r40Chi5472 apresente eficiéncia catalitica menor em relagdo a
rAoChi4849, uma quitinase GH19 tipica, essa quitinase demonstrou ser mais ativa em relacao
a atividade antifiingica, induzindo importantes alteracdes morfologicas nas hifas de um isolado
de Lasiodiplodia sp., comparéavel a agdo do antifiingico comercial carbendazim.

Portanto, conclui-se que a quitinase 40Chi5472 de classe VI do cajueiro conserva
suas propriedades quitinoliticas e que as mutagdes que apresenta sdo provavelmente
importantes para o papel dessa classe de proteinas na fisiologia vegetal. Além disso, ambas as
proteinas recombinantes, r40Chi4849 e r40Chi5472, constituem proteinas de interesse para o

desenvolvimento de novos antifingicos.
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APENDICE A - SEQUENCIAS DE NUCLEOTIDEOS QUE CODIFICAM DUAS
QUITINASES GH19 NO CAJUEIRO ANAO-PRECOCE CCP 76

Sequéncia 1 (1071 pb) disponivel no GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) com
o nimero de acesso MN623694.

CAGAAACCATTTCTCATCTTCTCGTTATTCATCACTCAGACGGTTCTGAAGATCAATGGC
TTTCAACATGAGAAAACATTTATCTATTGCTTTTTTGGGACTTTTTGCCTTGGCCATTAT
TCCCCACAATGTCATGTCTCAAAACTGTGGCTGTGCTCCGAACTTGTGTTGCAGTCAGTT
TGGTTACTGTGGCACCGGCAAAGATTACTGCGGAGCGGGGTGTAAGGAGGGTCCTTGCAC
CTCGACGCCGTCACCTACACCGCCAGGCGGTGGTTCTGTTGCCAATATTGTTACGGCTGC
GTTCTTTGATGGGATAAAGAATCAAGCTGCGGCAAGCTGTGTTGGAAAGAGCTTCTACAC
AAGAGATGGATTTCTTACTGCTGCCAAATCGTTTCCTCAATTTGGTTCAGGCTCTGCTGA
CCAATCCAAGCGTGAGATTGCTGCTTTTTTTGCTCATGTTACTCATGAAACTGGACATTT
ATGCTACACTGAAGAGATTGACAAGTCCAATGCCTACTGTGACCAGTCGAACACACAGTA
TCGATGCGTCCCCGGAAAGAAGTACTACGGCCGTGGACCACTGCAGCTGACCTGGAACTA
CAACTATGGCGCCTGTGGAAAAGCCGTCGGGTTTGACGGCCTCAACGCTCCCGAAACCGT
GTCCAACAATCCTGCTGTCTCCTTCAAGTCCGCCTTGTGGTTCTGGATGACCAATGTTCA
CTCAGTCGTGAACCAGGGCTTCGGGGCAACTATTCAGAAGATCAATGGCGCTCTTGAATG
CGGTGGCAAGCAGCCTGACAAGGTCAAAGCGCGTGTTGGATATTACACTGATTACTGCAA
GAAATTCGGCGTTGATCCTGGCCAGAATTTGTCTTGCTAGATGACTGAATTTCAGAACTT
CCAGAACTTCCAGAGCTTCTTTATATGCTTGGCGATTGAATAATGTTCTTGTTGCGTAAA
GAGTTGTTCTATTGGACAACTTATTTGAATGCAAATCTGTTGGAGTTTTATGTAACTCGA
ACGAAATAAATGGAATAAAGAAACACTAAGAAGTGGGAAGTTCACTGGGAG

Sequéncia 2 (1157 pb) disponivel no GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) com
o numero de acesso MN623695.

CTTTTTTCTATAAGGCAAACATGGAGACAAAATGGCTACTTCTTTTGACAATGGCGATTT
TATCATTAATAATAGTTACTGTGAATGGAGATGGAGAAATGCCATCCGTAAAGCCGATCG
TGAAAATCGTGAAGGGCAAGAAGCTGTGCGACAAGGGATGGGAGTGCAAAGGGTTATCAG
AATATTGCTGCAACCAGACCATATCTGATTATTTCCAAACCTACCAATTCGAGAACCTTT
TCTCAAAGCGTAACACGCCTGTGGCTCACGCAGCCGGGTTCTGGGACTACCATTCTTTCA
TCACTGCGGCTGCTGTGTATCAGCCTAAGGGGTTTGGAACAACAGGAGGGAAGCTCATGG
GCCAGAGGGAGGTTGCAGCTTTTCTCGGCCATGTGGGGAGCAAAACCTCATGCGGTTATG
GAGTGGCCACGGGCGGTCCATTGGCTTGGGGTCTTTGCTACAACAAGGAAATGAGTCCAA
GCCAAACATACTGTGATGACAGCTTCAAATTCATCTATCCATGCACTCCTGGAATTTCTT
ATCATGGCCGTGGTGCCTTGCCTCTTTACTGGAACTACAACTATGGAGAAACTGGAGAGG
CCTTGAAGGTAGATCTGTTGAACCATCCAGAGTACATAGAAAACAATGCAACACTGGCGT
TCCAGACTGCAATTTGGAGGTGGATGACTCCGGTGAAGAAGCATCAGCCTTCCGCTCACG
ACGTCTTTGTTGGTAACTGGAAGCCCACCAAGAACGATACCGAGGCCAAACGGATTCCTG
GTTTTGGCACCACCATGAACGTTCTCTATGGAGATCAGGTGTGTGGCAATGGCGATGACC
ATGAATCCATGAACAACGTCGTCTCCCATTACTTGTATTACCTTGACCTGATGGGCGTTG
GCCGTGAAGAGGCAGGACCCCATGAACTGCTCAGCTGTGGCCAACAAAAGGCTTTCAATC
CATCATCTTCTTCCTCGTCATCTTCTTGAGCGCACGATCGTCCATTGTTGAGCAGAAACT
TCAATAAGAGAGTGGCAAGTGTTATTTTTTTGGAGAATATGAATATTCAGAACTTTGCTA
TGAAGTAATTTTCAATTGTGTGCAGGTCTACATTAGCATGGACAAGAATTATATAATATT
GTATATTGATCTGGCAC
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APENDICE B - SEQUENCIA DE NUCLEOTIDEOS DAS ORFs 40Chi4849 E
AoChi5472

Sequéncia de nucleotideos da ORF 40Chi4849 (822 pb) que codifica uma quitinase no cajueiro
ando-precoce CCP 76. Em destaque a sequéncia de nucleotideos que codifica o peptideo sinal.

A sequéncia restante de 738 nucleotideos codifica uma proteina madura sem o peptideo sinal.

ATGGCTTTCAACATGAGAAAACATTTATCTATTGCTTTTTTGGGACTTTTTGCCTTGGCC
ATTATTCCCCACAATGTCATGTCTCAAAACTGTGGCTGTGCTCCGAACTTGTGTTGCAGT
CAGTTTGGTTACTGTGGCACCGGCAAAGATTACTGCGGAGCGGGGTGTAAGGAGGGTCCT
TGCACCTCGACGCCGTCACCTACACCGCCAGGCGGTGGTTCTGTTGCCAATATTGTTACG
GCTGCGTTCTTTGATGGGATAAAGAATCAAGCTGCGGCAAGCTGTGTTGGAAAGAGCTTC
TACACAAGAGATGGATTTCTTACTGCTGCCAAATCGTTTCCTCAATTTGGTTCAGGCTCT
GCTGACCAATCCAAGCGTGAGATTGCTGCTTTTTTTGCTCATGTTACTCATGAAACTGGA
CATTTATGCTACACTGAAGAGATTGACAAGTCCAATGCCTACTGTGACCAGTCGAACACA
CAGTATCGATGCGTCCCCGGAAAGAAGTACTACGGCCGTGGACCACTGCAGCTGACCTGG
AACTACAACTATGGCGCCTGTGGAAAAGCCGTCGGGTTTGACGGCCTCAACGCTCCCGAA
ACCGTGTCCAACAATCCTGCTGTCTCCTTCAAGTCCGCCTTGTGGTTCTGGATGACCAAT
GTTCACTCAGTCGTGAACCAGGGCTTCGGGGCAACTATTCAGAAGATCAATGGCGCTCTT
GAATGCGGTGGCAAGCAGCCTGACAAGGTCAAAGCGCGTGTTGGATATTACACTGATTAC
TGCAAGAAATTCGGCGTTGATCCTGGCCAGAATTTGTCTTGC

Sequéncia de nucleotideos da ORF 40Chi5472 (966 pb) que codifica uma quitinase no cajueiro
ando-precoce CCP 76. Em destaque a sequéncia de nucleotideos que codifica o peptideo sinal.

A sequéncia restante de 897 nucleotideos codifica uma proteina madura sem o peptideo sinal.

ATGGAGACAAAATGGCTACTTCTTTTGACAATGGCGATTTTATCATTAATAATAGTTACT
GTGAATGGAGATGGAGAAATGCCATCCGTAAAGCCGATCGTGAAAATCGTGAAGGGCAAG
AAGCTGTGCGACAAGGGATGGGAGTGCAAAGGGTTATCAGAATATTGCTGCAACCAGACC
ATATCTGATTATTTCCAAACCTACCAATTCGAGAACCTTTTCTCAAAGCGTAACACGCCT
GTGGCTCACGCAGCCGGGTTCTGGGACTACCATTCTTTCATCACTGCGGCTGCTGTGTAT
CAGCCTAAGGGGTTTGGAACAACAGGAGGGAAGCTCATGGGCCAGAGGGAGGTTGCAGCT
TTTCTCGGCCATGTGGGGAGCAAAACCTCATGCGGTTATGGAGTGGCCACGGGCGGTCCA
TTGGCTTGGGGTCTTTGCTACAACAAGGAAATGAGTCCAAGCCAAACATACTGTGATGAC
AGCTTCAAATTCATCTATCCATGCACTCCTGGAATTTCTTATCATGGCCGTGGTGCCTTG
CCTCTTTACTGGAACTACAACTATGGAGAAACTGGAGAGGCCTTGAAGGTAGATCTGTTG
AACCATCCAGAGTACATAGAAAACAATGCAACACTGGCGTTCCAGACTGCAATTTGGAGG
TGGATGACTCCGGTGAAGAAGCATCAGCCTTCCGCTCACGACGTCTTTGTTGGTAACTGG
AAGCCCACCAAGAACGATACCGAGGCCAAACGGATTCCTGGTTTTGGCACCACCATGAAC
GTTCTCTATGGAGATCAGGTGTGTGGCAATGGCGATGACCATGAATCCATGAACAACGTC
GTCTCCCATTACTTGTATTACCTTGACCTGATGGGCGTTGGCCGTGAAGAGGCAGGACCC
CATGAACTGCTCAGCTGTGGCCAACAAAAGGCTTTCAATCCATCATCTTCTTCCTCGTCA
TCTTCT
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APENDICE C - SEQUENCIAS DE AMINOACIDOS DEDUZIDAS DAS ORFs
AoChid4849 E AoChi5472

Sequéncia de aminoacidos deduzida da ORF AoChi4849 (274 aminoacidos). Os 28
aminoacidos referentes ao peptideo sinal estdo sublinhados. A sequéncia restante de 246
aminodcidos representa a proteina madura sem o peptideo sinal. Os aminoécidos envolvidos na

catalise estdo destacados em vermelho: Glu'*® (E), Glu'*’ (E) e Thr!” (T).

1 MAFNMRKHLSIAFLGLFALAIIPHNVMSQNCGCAPNLCCSQFGYCGTGKD 50
51 YCGAGCKEGPCTSTPSPTPPGGGSVANIVTAAFFDGIKNQAAASCVGKSE 100
101 YTRDGFLTAAKSEFPQFGSGSADQSKREIAAFFAHVTHETGHLCYTEEIDK 150
151 SNAYCDOSNTQYRCVPGKKYYGRGPLOLTWNYNYGACGKAVGEDGLNAPE 200
201 TVSNNPAVSFKSALWEWMTNVHSVVNQGEFGATIQKINGALECGGKQPDKV 250
251 KARVGYYTDYCKKFGVDPGONLSC-—-—————=——————————————————— 274

Sequéncia de aminodcidos deduzida da ORF A4oChi5472 (322 aminoacidos). Os 23
aminoacidos referentes ao peptideo sinal estdo sublinhados. A sequéncia restante de 299
aminodacidos representa a proteina madura sem o peptideo sinal. Os aminoéacidos envolvidos na

catalise estdo destacados em vermelho: Lys'?® (K), Glu'>® (E) e Tyr!® (Y).

1 METKWLLLLTMAILSLIIVTVNGDGEMPSVKPIVKIVKGKKLCDKGWECK 50
51 GLSEYCCNQTISDYFQTYQFENLFSKRNTPVAHAAGFWDYHSFITAAAVY 100
101 QPKGFGTTGGKLMGQREVAAFLGHVGSKTSCGYGVATGGPLAWGLCYNKE 150
151 MSPSQTYCDDSFKFIYPCTPGISYHGRGALPLYWNYNYGETGEALKVDLL 200
201 NHPEYIENNATLAFQTATWRWMTPVKKHQPSAHDVEFVGNWKPTKNDTEAK 250
251 RIPGFGTTMNVLYGDQVCGNGDDHESMNNVVSHYLYYLDLMGVGREEAGP 300
301 HELLSCGQQKAFNPSSSSSSSS——————————————————————m oo 322
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APENDICE D - SEQUENCIA PUTATIVA DO AMPLICON GERADO NA
AMPLIFICACAO POR PCR DAS ORFs 40Chi4849 E AoChi5472 SEM A REGIAO
CODIFICADORA DO PEPTIDEO SINAL

Sequéncia putativa do amplicon gerado na amplificagdo por PCR da ORF A40Chi4849 sem a
regido codificadora do peptideo sinal (761 pb).

CCGGGAATTCCAAAACTGTGGCTGTGCTCCGAACTTGTGTTGCAGTCAGTTTGGTTACTG
TGGCACCGGCAAAGATTACTGCGGAGCGGGGTGTAAGGAGGGTCCTTGCACCTCGACGCC
GTCACCTACACCGCCAGGCGGTGGTTCTGTTGCCAATATTGTTACGGCTGCGTTCTTTGA
TGGGATAAAGAATCAAGCTGCGGCAAGCTGTGTTGGAAAGAGCTTCTACACAAGAGATGG
ATTTCTTACTGCTGCCAAATCGTTTCCTCAATTTGGTTCAGGCTCTGCTGACCAATCCAA
GCGTGAGATTGCTGCTTTTTTTGCTCATGTTACTCATGAAACTGGACATTTATGCTACAC
TGAAGAGATTGACAAGTCCAATGCCTACTGTGACCAGTCGAACACACAGTATCGATGCGT
CCCCGGAAAGAAGTACTACGGCCGTGGACCACTGCAGCTGACCTGGAACTACAACTATGG
CGCCTGTGGAAAAGCCGTCGGGTTTGACGGCCTCAACGCTCCCGAAACCGTGTCCAACAA
TCCTGCTGTCTCCTTCAAGTCCGCCTTGTGGTTCTGGATGACCAATGTTCACTCAGTCGT
GAACCAGGGCTTCGGGGCAACTATTCAGAAGATCAATGGCGCTCTTGAATGCGGTGGCAA
GCAGCCTGACAAGGTCAAAGCGCGTGTTGGATATTACACTGATTACTGCAAGAAATTCGG
CGTTGATCCTGGCCAGAATTTGTCTTGCGTTCTAGACCGGI

Sequéncia putativa do amplicon gerado na amplificacdo por PCR da ORF 40Chi5472 sem a
regido codificadora do peptideo sinal (920 pb).

CCGGGAATTCGATGGAGAAATGCCATCCGTAAAGCCGATCGTGAAAATCGTGAAGGGCAA
GAAGCTGTGCGACAAGGGATGGGAGTGCAAAGGGTTATCAGAATATTGCTGCAACCAGAC
CATATCTGATTATTTCCAAACCTACCAATTCGAGAACCTTTTCTCAAAGCGTAACACGCC
TGTGGCTCACGCAGCCGGGTTCTGGGACTACCATTCTTTCATCACTGCGGCTGCTGTGTA
TCAGCCTAAGGGGTTTGGAACAACAGGAGGGAAGCTCATGGGCCAGAGGGAGGTTGCAGC
TTTTCTCGGCCATGTGGGGAGCARAACCTCATGCGGTTATGGAGTGGCCACGGGCGGTCC
ATTGGCTTGGGGTCTTTGCTACAACAAGGAAATGAGTCCAAGCCAAACATACTGTGATGA
CAGCTTCAAATTCATCTATCCATGCACTCCTGGAATTTCTTATCATGGCCGTGGTGCCTT
GCCTCTTTACTGGAACTACAACTATGGAGAAACTGGAGAGGCCTTGAAGGTAGATCTGTT
GAACCATCCAGAGTACATAGAAAACAATGCAACACTGGCGTTCCAGACTGCAATTTGGAG
GTGGATGACTCCGGTGAAGAAGCATCAGCCTTCCGCTCACGACGTCTTTGTTGGTAACTG
GAAGCCCACCAAGAACGATACCGAGGCCAAACGGATTCCTGGTTTTGGCACCACCATGAA
CGTTCTCTATGGAGATCAGGTGTGTGGCAATGGCGATGACCATGAATCCATGAACAACGT
CGTCTCCCATTACTTGTATTACCTTGACCTGATGGGCGTTGGCCGTGAAGAGGCAGGACC
CCATGAACTGCTCAGCTGTGGCCAACAAAAGGCTTTCAATCCATCATCTTCTTCCTCGTC
ATCTTCTGTTCTAGACCGGH
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APENDICE E — SEQUENCIA PUTATIVA DAS QUITINASES A40Chi4849 E 4oChi5472
RECOMBINANTES PRODUZIDAS EM P. pastoris KMT71H

Sequéncia putativa da 40Chi4849 recombinante produzida em P. pastoris KM71H. Os residuos

de aminodacidos codificados pelo vetor de expressdo estdo sublinhados (275 residuos de

aminoacidos).

1 EAEAEFQONCGCAPNLCCSQFGYCGTGKDYCGAGCKEGPCTSTPSPTPPGG 50
51 GSVANIVTAAFFDGIKNQAAASCVGKSEFYTRDGFLTAAKSEPQFGSGSAD 100
101 OSKREIAAFFAHVTHETGHLCYTEEIDKSNAYCDQSNTQYRCVPGKKYYG 150
151 RGPLOLTWNYNYGACGKAVGEDGLNAPETVSNNPAVSEFKSALWEWMTNVH 200
201 SVVNQGFGATIQKINGALECGGKQPDKVKARVGYYTDYCKKEGVDPGONL 250
251 SCVLEQKLISEEDLNSAVDHHHHHH----—-----------——-———————— 275

Sequéncia putativa da 40Chi5472 recombinante produzida em P. pastoris KM71H. Os residuos

de aminoacidos codificados pelo vetor de expressao estdo sublinhados (328 residuos de

aminoacidos).

1 EAEAEFDGEMPSVKPIVKIVKGKKLCDKGWECKGLSEYCCNQTISDYFQT 50
51 YOFENLEFSKRNTPVAHAAGEWDYHSEFITAAAVYQPKGEFGTTGGKLMGQRE 100
101 VAAFLGHVGSKTSCGYGVATGGPLAWGLCYNKEMSPSQTYCDDSEKEIYP 150
151 CTPGISYHGRGALPLYWNYNYGETGEALKVDLLNHPEYIENNATLAFQTA 200
201 IWRWMTPVKKHQPSAHDVEVGNWKPTKNDTEAKRIPGEGTTMNVLYGDQV 250
251 CGNGDDHESMNNVVSHYLYYLDLMGVGREEAGPHELLSCGQQOKAEFNPSSS 300
301 SSSSSVLEQKLISEEDLNSAVDHHHHHH-----—--------—-———————— 328
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ANEXO A - MAPA CIRCULAR DO VETOR pGEM-T Easy COM DETALHES DO

SITIO DE RESTRICAO E DO SiTIO MULTIPLO DE CLONAGEM

Xmn|1 2009
Scal 1890 Nae | 2707
f1 ori
Amp' :
pGEM®-T Easy lacZ
Vector T T
(3015bp)

ori

pGEM®-T Easy Vector Sequence reference points:

T7 RNA Polymerase transcription initiation site 1
multiple cloning region 10-128
SP6 RNA Polymerase promoter (—17 to +3) 139-158
SP6 RNA Polymerase transcription initiation site 14
pUC/M13 Reverse Sequencing Primer binding site 176197
lacZ start codon 180
lac operator 200-216
[-lactamase coding region 1337-2197
phage f1 region 23802835

lac operon sequences 2836—2996, 166—395
pUC/M13 Forward Sequencing Primer binding site 29492972
T7 RNA Polymerase promoter (<17 to +3) 2999-3

Apall
Aat ll
Sph |
BstZ |
Nco |
BstZ |
Not |
Sac |l
EcoR |

Spe |
EcoR |
Not |
BstZ |
Pst |
Sal
Nde |
Sac |
BstX |
Nsi |

start
14
20
26
31
37
43
43
49

64
70
77
77
88
90
97
109
118
127
141

1473VA05_6B

Fonte: (PROMEGA, 2009).
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ANEXO B —- MAPA CIRCULAR DO VETOR pPICZaA COM DETALHES DO SITIO
DE RESTRICAO E DO SiTIO MULTIPLO DE CLONAGEM

Xho It

5" AOX1 promoter region: bases 1-941

5" AOX1 priming site: bases 855-875

a-factor signal sequence: bases 941-1207

Multiple cloning site: bases 1208-1276

c-myc epitope: bases 1275-1304

Polyhistidine (6xHis) tag: bases 1320-1337

3" AOX1 priming site: bases 1423-1443

AOX1 transcription termination region: bases 1341-1682
TEF 1 promoter: bases 1683-2093

EM7 promoter: bases 2095-2162

Sh ble ORF: bases 2163-2537

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

Fonte: (INVITROGEN, 2010).



