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RESUMO

OBTENCAO E APLICACAO BIOLOGICA DE QUITINASES RECOMBINANTES DA
FORMIGA Atta sexdens. As quitinases catalisam a clivagem da ligagao B-1,4 de
quitina, polissacarideo produzido por diversos organismos incluindo insetos. Do
ponto de vista biotecnolégico essas enzimas tém potencial aplicagdo na area
médica e em controle bioldgico. Apesar da importancia, quitinases de insetos tém
sido pouco estudadas. O objetivo deste trabalho foi obter e caraterizar trés
quitinases recombinantes da formiga cortadeira Atta sexdens, contendo diferentes
dominios cataliticos (C) e sitios de ligagao a quitina, CBM (B). A. sexdens nao tem
ainda o genoma conhecido, mas a partir do genoma de Acromyrmex echinatior,
também uma cortadeira, foram desenhados primers e foi possivel amplificar DNA a
partir de cDNA da A. sexdens que foram clonados no vetor pPICZaA sendo as
proteinas expressas em Pichia pastoris. As enzimas, chamadas AsChtll-C2B3,
AsChtll-C3C4 e AsChtll-C5B1, apresentaram pH otimo entre 4-5 e maiores
atividades a 50 °C frente & quitina coloidal como substrato. Atividades especificas
avaliadas mostraram que a presenca do CBM nao interfere na atividade tendo a
AsChtll-C3C4, que ndo contém sitio de ligacdo a quitina, a maior atividade em
quitina coloidal. As trés enzimas foram avaliadas quanto a atividade fungicida
usando Candida albicans e Aspergilius fumigatus, fungos patégenos humanos,
como modelos. A enzima AsChtll-C5B1 inibiu o crescimento de C.albicans em
87,6% (a 150 ug/mL) e AsChtll-C2B3 e AsChtlI-C3C4 inibiram em 61% e 54,5%,
respectivamente, a 50 ug/mL. AsChtll-C2B3 e AsChtll-C5B1 inibiram o crescimento
de A. fumigatus em 66% e 61%, a 50 ug/mL. Ja a enzima AsChtll-C3C4, que n&o
apresenta CBM, inibiu em 60% o crescimento do fungo a 25 ug/mL. Outro objetivo
do trabalho foi caracterizar uma quitinase recombinante anteriormente obtida,
AsChtll-C4B1, frente a a-quitina e B-quitina, utilizando uma combinacgao de técnicas
como "*C RMN, difragdo de raios X, analise de viscosidade e MEV-FEG. a-quitina &
constituinte da parede celular de fungos e do exoesqueleto de crustaceos e a -
quitina é encontrada em gladios de lulas. Os resultados obtidos mostraram que a
AsChtll-C4B1 ¢é capaz de hidrolisar a- e [-quitina, mostrando o potencial
biotecnolégico da enzima, podendo ser vislumbrado seu uso como fungicida,
inseticida e na obtencdo de quitosana a partir de cascas de caranguejo e camarao,
por exemplo. Assim, foi avaliada a interferéncia da AsChtll-C4B1 no crescimento do
fungo fitopatogénico Lasiodiplodia theobromae, O atraso no desenvolvimento dos
micélios com modificagdes visuais nas hifas levou a analise por microscopia
eletrbnica de varredura, SEM, das mesmas, que mostrou que o tratamento com
AsChtll-C4B1  provocou modificagdes importantes como  enrugamento,
arredondamento das bordas e buracos na superficie das hifas. Juntos o conjunto de
dados obtidos nas diferentes abordagens do presente estudo mostraram que as
proteinas recombinantes obtidas atuam sobre diferentes tipos de quitina e
apresentam grande potencial biotecnoldgico.

Palavras-chave: Quitinases; inseto; fungos; quitina, parede celular
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ABSTRACT

OBTAINMENT AND BIOLOGICAL APPLICATION OF RECOMBINANT
CHITININASES FROM THE ANT Atta sexdens. Chitinases catalyze the cleavage of
the B-1,4 bond of chitin, a polysaccharide produced by several organisms including
insects. From a biotechnological point of view, these enzymes have potential
application in the medical field and in biological control. Despite their importance,
insect chitinases have been little studied. The objective of this work was to obtain
and characterize three recombinant chitinases from the leaf-cutter ant Atta sexdens,
containing different catalytic domains (C) and chitin-binding sites, CBM (B). A.
sexdens does not have a known genome, as yet, but from the genome of
Acromyrmex echinatior, also a leafcutter, primers were designed and it was possible
to amplify DNA from A. sexdens cDNA that were cloned into the pPICZaA vector, to
proteins being expressed in Pichia pastoris. The enzymes, called AsChtll-C2B3,
AsChtll-C3C4 and AsChtll-C5B1, presented an optimum pH between 4-5 and
greater activities at 50 °C using a colloidal chitin as a substrate. Specific activities
evaluated showed that the presence of CBM does not interfere with the activity, the
AsChtll-C3C4, which does not contain a chitin binding site, having the highest
activity in colloidal chitin. The three enzymes were evaluated for fungicidal activity
using Candida albicans and Aspergilius fumigatus, human fungal pathogens, as
models. The enzyme AsChtll-C5B1 inhibited the growth of C.albicans by 87.6% (at
150 ug/mL) and AsChtll-C2B3 and AsChtll-C3C4 inhibited it by 61% and 54.5%,
respectively, at 50 ug/mL. AsChtll-C2B3 and AsChtll-C5B1 inhibited the growth of A.
fumigatus by 66% and 61% at 50 ug/mL. The enzyme AsChtll-C3C4, which does not
present CBM, inhibited the growth of the fungus by 60% at 25 ug/mL. Another
objective of the work was to characterize a previously obtained recombinant
chitinase, AsChtll-C4B1, against a-chitin and B-chitin, using a combination of
techniques such as C NMR, X-ray diffraction, viscosity analysis and SEM-FEG. a-
chitin is a constituent of the cell wall of fungi and the exoskeleton of crustaceans and
B-chitin is found in squid gladia. The results obtained showed that AsChtllI-C4B1 is
capable of hydrolyzing a- and B-chitin, showing the biotechnological potential of the
enzyme, with its use as a fungicide, insecticide and in obtaining chitosan from crab
and shrimp shells being seen, for example. Thus, the interference of AsChtll-C4B1 in
the growth of the phytopathogenic fungus Lasiodiplodia theobromae was evaluated.
The delay in the development of mycelia with visual changes in the hyphae led to
analysis by scanning electron microscopy, SEM, of the same, which showed that
treatment with AsChtll -C4B1 caused important changes such as wrinkling, rounding
of the edges and holes on the surface of the hyphae. Together, the set of data
obtained from the different approaches of the present study showed that the
recombinant proteins obtained act on different types of chitin and have great
biotechnological potential.

Keywords: Chitinases; fungi; chitin, cell wall
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1 INTRODUGAO

1.1 Quitina

Quitina é um polissacarideo natural que ocorre em abundéancia na
natureza apds a celulose e tem despertado o interesse da comunidade cientifica
devido a sua grande disponibilidade (AHMAD et al, 2020). E um material
biodegradavel, possui biocompatibilidade, adotado de notaveis propriedades
funcionais, como atividade antioxidante (KIDIBULE et al., 2020) e antibacteriana
(SANCHEZ et al., 2017). Assim, a quitina pode ser aplicada em véarios campos, que
vao desde como conservante na industria de alimentos (HOU et al., 2023) a
biocombustiveis e células de combustivel microbianas (PETER et al., 2021). A
quitina tem sido usada para detecgdo de fungos e diagndstico de doencgas
(SUBRAMANYAM et al., 2010; XU et al., 2017).

A via geral da sintese de quitina é altamente conservada em fungos a
artrépode e envolve uma série de enzimas que convertem diferentes agucares em
um polimero de N-acetil-B-D-glicosamina (NAcGIc) (ZHANG et al., 2021). A quitina é
composta por uma cadeia linear de mondmeros de (NAcGlc), unidos por ligagdes
glicosidicas do tipo B-(1-4), Figura 1.1.

A organizagdo molecular da quitina, como um amino polissacarideo,
envolve anéis em macromoléculas que interagem com outros elementos
covalentemente ou supramoleculares, aos quais define muito das funcdes no
organismo vivo, que vao desde o crescimento, resisténcia mecanica a defesa contra
microrganismos e doencgas (BAI et al., 2022). As micro fibrilas se combinam com
agucares, proteinas, glicoproteinas e proteoglicanos para formar paredes celulares
em fungos, bem como cuticulas de artropodes e matrizes peritroficas, presente em
crustaceos e insetos respectivamente (MERZENDORFER, 2006; ZHANG et al.,
2021).

FIGURA 1.1 - Estrutura da quitina, um polissacarideo formado pela ligagao 3-(1-4)

de monémeros de NAcGlc.
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Imagens de microscopia de forga atdmica mostram que a quitina é
polimdrfica ocorrendo em trés formas cristalinas denominadas de a-quitina, B-quitina
e y-quitina, (KAYA et al., 2017), Figura 1.2. As formas estruturais estdo associadas
a uma direcionalidade em relagdo a sua extremidade redutora, que € um tautémero
em equilibrio entre o anel fechado e o anel aberto das formas do aldeido. As formas
cristalinas diferem principalmente no seu grau de hidratagdo, no tamanho da célula
unitaria e no numero de cadeias de quitina por célula unitaria (MERZENDORFER,
2006).

A a-quitina é a mais abundante na natureza e pode ser extraida de
cascas de caranguejos por exemplo, € a mais compacta devido ao arranjo das
cadeias da quitina em modo antiparalela a qual favorece ligagdes de hidrogénio
(MINKE e BLACKWELL, 1978). A B-quitina encontrada em lulas é a forma mais
enfraquecida em relagao a a-quitina, pois as cadeias estdo arranjadas de uma forma
paralela com forcas intermoleculares fracas que levam a uma forma menos
compactada (GARDNER e BLACKWELL, 1974). A y-quitina é encontrada em
casulos de artropode e membranas larvais e consiste em uma camada intermediaria
de uma mistura de a e [(-quitina, com propriedades e estrutura cristalina
semelhantes a a-quitina (KAYA et al., 2017). Na Figura 1.2 temos os trés tipos de
quitina (a) a-quitina , (b) B-quitina e (c) y-quitina. As imagens obtidas por de
microscopia de forga atdbmica apds o tratamento quimico. As setas cinza indicam a

orientagdo da quitina dentro dos dominios cristalinos.



FIGURA 1.2 - llustracao dos trés tipos da quitina.
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Fonte: Adaptada de BAIl et al., 2022.

Em comparagao com a celulose, um polimero formado por monémeros
de glicose, a quitina é consideravelmente menos polar, mas hidratada na maioria
dos animais e essa hidrofobicidade é devida as interagdes com proteinas
hidrofébicas (VINCENT, 2009). Devido as redes interfoliares serem fortemente
mantidas pelas ligacbes de hidrogénio, a a-quitina € insoluvel na maioria dos
solventes e embora a (-quitina também seja insoluvel em muitos solventes, ela
exibe melhor solubilidade do que a a-quitina uma vez que as ligagdes entre as redes
sao mais fracas, assim varias moléculas polares podem penetrar na estrutura desse
polimero (RINAUDO, 2006).

A solubilidade da quitina também depende do seu grau de acetilagéo
superficial. A forma desacetilada da quitina, a quitosana, forma solucbes acidas
altamente viscosas e geralmente é insoluvel acima de pH 6 (PILLAI et al., 2009; YI
et al., 2005). No entanto, sais inorganicos como o Ca(CNS),, Cal,, CaBry; e CaCly,
facilitam a dissolugao da quitina (BAI et al., 2022). Derivados de quitina preparados
em N,N-dimetilacetamida (DMAc)/5% LiClI em uma fase homogénea sob condi¢des
brandas apresentaram solubilidade sem degradagdo da cadeia principal
(TERBOJEVICH et al., 1988).

A diferenca entre as formas de quitina conferem as matrizes quitinosas

propriedades como rigidez, elasticidade e impermeabilizacdo (ARAKANE e



MUTHUKRISHNAN, 2010; MUTHUKRISHNAN e MERZENDORFER, 2019). Por
causa da ubiquidade de quitina no ambiente, a sua degradagcdo tem sido
extensivamente avaliada no que diz respeito a bioquimica geral, a biologia

molecular, a biogeoquimica e a ecologia microbiana (VELIZ et al., 2017).

1.2 Da extragcdo a métodos de despolimerizagcao do polimero da

quitina

A forte estrutura cristalina da quitina a faz um material recalcitrante,
com restricdo na sua extragao e utilizagdo. Porém, produtos obtidos através da
modificagdo da quitina, como por exemplo, a quitosana, apresentam propriedades
que tém sido exploradas para uso no mercado biotecnoldgico (HOU et al., 2023).

A obtengdo do polimero da quitina industrialmente € extraido
principalmente das cascas de crustaceos, caranguejos e camardes, por tratamento
acido seguido de tratamento alcalino para eliminacdo de carbonatos de calcio e
proteinas, respectivamente. Além disso, etapas adicionais como o processo de
descolorizagao utilizando solventes orgéanicos e inorganicos sao necessarias para
obter um produto puro (EL KNIDRI et al., 2018).

A forte estrutura cristalina da quitina restringe muito seu
desenvolvimento e utilizagdo. No entanto, os produtos provenientes da quitina
contendo a presenga de hidroxila (-OH) e grupos acetamida (CH3CONH-), tornam
estes produtos atrativos para o mercado biotecnoldgico devido a presencga destes
grupos organicos e com propriedades distintas (HOU et al., 2023).

Os métodos de despolimerizagao/modificacdo da quitina baseiam se
entre o método quimico, fisico e enzimatico. A modificagdo quimica embora nao
seja a ideal € a mais utilizada, e este processo gera residuos quimicos resultantes
que nao sao favoraveis ao meio ambiente (CHEN et al., 2010).

A despolimerizagao e obtida principalmente pela
desacetilagdo/degradacao por tratamento alcalino/acido e a introdugdo de novos
grupos quimicos utilizando solventes especificos. Basicamente, o efeito da
modificagdo € dependente das condi¢des estabelecidas, incluindo tipo de reagentes,
tempo, temperatura e pH (ALLISON et al., 2020; LI et al., 2021).

Os métodos fisicos sao utilizados com o intuito de reduzir a utilizacéao

de reagentes quimicos. O uso de ultrassom tem sido empregado para a modificacao



na estrutura da quitina proporcionando porosidade e reduzindo o tamanho das fibras
ou particulas. No entanto, existem desvantagens, como alto consumo de energia, e
dificil controle dos produtos formados, ou seja, diferentes produtos com diferentes
pesos moleculares, tornando estes produtos indesejaveis para aplicagdes industriais
em larga escala (HOU et al.,2023).

Por caso das desvantagens dos métodos acima mencionados, 0s
meétodos bioldgicos como o uso da catalise enzimatica para despolimerizagdo da
quitina vém sendo relatado na literatura como a maneira mais eficaz e ecoldgica da
modificagdo da quitina. Os processos geralmente sdo realizados entre 30 a 60 °C,
com pH entre 4 a 12 por minutos ou por poucas horas (KROLICKA et al., 2018;
ARNOLD et al.,2020; HOU et al., 2023). Dois tipos de enzimas sdo utilizados nesses
processos: As enzimas especificas e as ndo especificas.

As enzimas nao especificas, ou seja, que ndo atuam nas ligagdes [3-
1,4-glicosidicas como por exemplo as lipases, celulases, pectinases, lisozimas e
proteases hidrolisam a quitina, implicando em um mecanismo endo- hidrolitico na
maioria dos casos (POSHINA et al., 2018).

As enzimas especificas que atuam no polimero da quitina
exclusivamente nas ligagdes B-1,4-glicosidicas, como € o caso das quitinases (EC
3.2.1.14), conhecidas como glicosideo hidrolases, hidrolisam a quitina com agéo
endoquitinases ou exoquitinases (PORIA et al., 2021). As quitinases atuam no
polimero gerando dimeros (GIcNACc),, trimeros(GIcNAc); e monémeros de GIcNAc
(KROLICKA et al., 2018).

A especificidade das enzimas determina o substrato e o produto da
quitina. Comparado com o modelo convencional acido/alcalino de modificacdo da
quitina, a maioria das enzimas gera produtos de alta pureza a baixas temperaturas e
produzem menos residuos quimicos. No entanto, a produgao de enzimas especifica
sdo produzidas em escalas laboratoriais e ainda representa um alto custo para as
industrias a produgao em alta escala (HOU et al., 2023).

Um sinergismo entre 0 método quimico e o enzimatico pode ser uma
vantagem. Apesar do meétodo quimico n&do ser o ideal, este contribui para a
acessibilidade das quitinases as ligagbes glicosidicas. O método quimico deve
modificar a estrutura cristalina da a-quitina e preservar as interacbées que mantém
sua estrutura tridimensional, que é necessario para a atividade enzimatica. A quitina

coloidal, uma forma de quitina quimicamente pré-tratada com acido cloridrico,



sulfurico ou acido fosférico, tem sido utilizado com resultados positivos a agao das
quitinases (CARDOZO et al., 2019)

1.3 Quitinases

A degradacdao enzimatica da quitina é importante em uma ampla
variedade de processos bioldgicos e para o ciclo global do carbono (SJRLIE et al.,
2020). As quitinases sao glicosideos hidrolases (GHs) que clivam as ligagdes
glicosidicas B-1,4 em aminopolissacarideos, no polimero da quitina (PORIA et al.,
2021). As quitinases estao presentes em uma ampla gama de organismos, incluindo
virus, archaea, bactérias, fungos, protistas, artrépodes, plantas e mamiferos
(ADRANGI; FARAMARZI, 2013).

De acordo com o banco de dados CAZY (Carbohydrate-active
enzymes database), as enzimas quitinoliticas ocorrem nas familias GH18, GH19,
GH23 e GH48, a diferenca entre as GHs estdo na composicdo dos seus
aminoacidos e nas propriedades cataliticas (OYELEYE; NORMI, 2018).

As quitinases da familia GH18 estao presentes em quase todos os
organismos, inclusive em plantas e mamiferos que nao contém quitina (CHEN et al.,
2020). As quitinases estdo envolvidas na degradagdo de tecidos, regulagdo do
desenvolvimento, patogenicidade e defesa imunolégica e embora a fungdo mais
extensa das quitinases GH18 €& degradar quitina endogena em organismos
contendo quitina, muitos microrganismos produzem quitinases GH18 para fazer uso
de quitina como fonte de nutricdo (HUANG et al., 2012).

Os genomas da maioria dos organismos codificam mais de uma quitinase GH18
podendo se dividas em subgrupos Figura 1.3. As quitinases da familia GH18
consistem em varios elementos estruturais e funcionais como: um peptideo sinal ou
segmento transmembranar, ligantes ricos em serina/treonina, de um a cinco
dominios cataliticos GH18, de zero a sete CBMs e um ou nenhum dominio
semelhante a fibronectina tipo Il (Fnlll). A informagdo estrutural geralmente é

limitada a dominios cataliticos.

FIGURA 1.3 - Distribuicao diversa, classificacao, arquitetura do dominio e funcéo

das quitinases GH18.
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A maioria das quitinases sao proteinas modulares que, além do
dominio catalitico, contém dominios auxiliares como o CBM (carbohydrate-binding
module), caracterizado pela presenca de seis a oito residuos de histidinas que
formam ligacdes de dissulfeto para estabilizar a estrutura terciaria (ARAKANE e
MUTHUKRISHNAN, 2010). Essa regidao auxilia na atividade da enzima sobre
substratos insoluveis através de residuos aromaticos altamente conservados
ancorando a enzima ao substrato e rompendo a estrutura cristalina do substrato
resultando na formacéo de extremidades de cadeia livre (ADRANGI e FARAMARZI,
2013; HUANG et al., 2012). A auséncia do CBM néo afeta a capacidade da enzima
de degradar o substrato soluvel, mas reduz a capacidade em hidrélise de quitina
insoluvel (HUANG et al., 2012).

A regido do ligante rico em serinal/treonina é flexivel e além de
conectar os dominios sao sitios de glicosilagdo que ajudam a estabilizar a quitinase
na presenga de protease (QUENTIN et al., 2002).

O dominio catalitico das quitinases pertencentes a GH18 tem um
enovelamento na forma de um barril (a/B)s TIM (triose-phosphate isomerase) e séo
caracterizadas por 4 motivos sequenciais conservados: KXXXXXGGW em (-3,
FDGXDLDWEYP em (-4, MXYDXXG em B-6 e GXXXWXXDXDD em -8, (onde X



representa um aminoacido nao especifico) (CHEN et al., 2018). O residuo glutamato
(E) do segundo motivo atua como o acido catalitico, que doa o préton necessario
para a clivagem da ligacdo glicosidica. Estudos mostram que a substituicdo do
residuo glutamato por residuos de glutamina ou por acido aspartico anula a
atividade catalitica das quitinases (SYNSTAD et al., 2004).

O processo catalitico das GH18 procede em um mecanismo de
retencao assistido por substrato, o que implica que o grupo acetil do agucar ligado
ao subsitio -1 é essencial para a catalise (SYRLIE et al., 2020). A Figura 1.4 ilustra
0 mecanismo catalitico proposto - Os residuos de aminoacidos estdo numerados de
acordo com a quitinase bacterial SmChiB do modelo Serratia marcescens (AALTEN
et al., 2016). (A) Os aminoacidos Asp-140, Asp-142 e Glu-144, conservados na
maioria das quitinases da familia GH18, sdo mostrados durante estagios separados
de catalise. Asp-142 esta muito longe para interagir com Glu-144. (B) A ligacao do
substrato (apenas -1 residuo NAG de ligagao € mostrado) causa distor¢do do anel
do agucar para a conformacao de barco e a rotagao de Asp-142 em direcao a Glu-
144, permitindo as interagbes entre o hidrogénio do grupo acetamida, Asp-142 e
Glu-144. (C) A hidrdlise do intermediario do ion oxazolinio levando a protonagao a
do aminoacido Glu-144 e a rotacdo do Asp-142 para sua posigao original,

compartilhando um préton com o Asp-140.

FIGURA 1.4 — Mecanismo de agao proposta comentada no texto.

Fonte: Adaptada de (AALTEN et al., 2016).

As quitinases GH18 sao classificadas de acordo com o seu tipo de

clivagem, sendo denominadas com acédo endo as enzimas que catalisam a hidrolise



interna das cadeias de quitina em posi¢des aleatdrias. As quitinases de agao exo
degradam a cadeia de quitina em seu terminal, seja a extremidade redutora ou néo
redutora (CHEN et al., 2020).

As GHs precisam capturar uma unica cadeia polimérica em sua fenda
ou sulco de ligagdo ao substrato, o que significa que, no caso de um substrato
cristalino, uma unica cadeia polimérica precisa ser “descristalizada” antes de se
tornar passivel as agcdes dos GHs, no qual € provavel que as quitinases ataquem
seus substratos principalmente agindo nas extremidades da cadeia e em regides
amorfas e menos cristalinas do substrato (SGRLIE et al., 2020).

Considerando os modos da reacao enzimatica, as quitinases GH18
também podem ser divididas em quitinases de processamento e quitinases de nao
processamento. As processivas tém a capacidade de deslizar ao longo da cadeia do
substrato e prosseguir com a hidrolise sem a separagao da enzima da cadeia de
quitina apos cada evento catalitico e como resultado produzem quantidades de
extremidades redutoras soluveis quando comparadas com as GHs n&o processivas
uma vez que liberam produtos soluveis. Em geral, as quitinases de agdo exo sao
enzimas processivas e as quitinases de acao endo nao tém processabilidade
(BECKHAM et al., 2014).

1.4 Quitinases na agricultura e na industria biotecnolégica

A tecnologia enzimatica € um campo interdisciplinar e o com o avango
da biotecnologia abriu-se uma nova era de aplicagcbes de enzimas em muitos
processos industriais e nesse campo as quitinases tém uma ampla gama de
aplicagdes em varios campos, incluindo meédicos, industriais e agricolas (DAHIYA et
al., 2006; PORIA et al., 2021). Aplicacbes que usam processamento baseado em
degradagdo enzimatica tem atraido cada vez mais atengdo devido as suas
vantagens que incluem forte atividade bioldgica, processamento simples, condi¢des
suaves e ecologicamente corretas, no entanto para a producdo de um complexo
enzimatico que envolva uma degradacao utilizando sinergismo no caso entre as
quitinases e a producéo de proteina pura os custo ainda sdo muito elevados (LE e
YANG, 2019).

No campo médico tem sido demonstrado o uso de quitinases na

defesa do hospedeiro no sistema imunolégico dos mamiferos. Seres humanos que
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sdo deficientes em quitotriosidase apresentam uma taxa aumentada de infeccao
microfilaria devido a atividade quitinolitica suprimida, permitindo que o parasita
prospere dentro do hospedeiro. Logbes e cremes antifuUngicos para a pele contendo
quitinases podem ser usados no tratamento de infecgbes dermatofiticas fungicas
(HAMID et al., 2013; NUNES e PHILIPPS-WIEMANN, 2018).

A quitinase acida (AMCase) de mamiferos estimula a resposta imune
protetora a nematdides gastrointestinais e € dispensavel para respostas alérgicas no
pulmdo (VANNELLA et al., 2016). A AMCase é a primeira quitinase humana
envolvida na patogénese da asma, considerado uma novidade, uma vez que 0s
mamiferos ndo possuem a capacidade de utilizar a quitina como fonte de energia
(IQBAL e ANWAR, 2019).

Pesquisas com a quitinase produzida por Lactobacillus rhamnosus
GG inibiu o crescimento das hifas do patégeno humano Candida albicans, clivando
o principal polimero da parede celular do fungo (ALLONSIUS et al., 2019).

Estudos com a quitinase like protein YKL-40 mostram um enorme
potencial como um biomarcador prognostico para cancer do colon, ovario,
osteossarcoma (cancer dos 0ssos) e varios tipos de cancer (NAGPURE et al., 2013;
PINTEAC et al., 2021)

As quitinases vém sendo aplicadas na conservacao de alimentos, uma
vez que podem degradar a parede celular de fungos contagiosos um dos principais
problemas em termos de deterioragdo dos alimentos, bem como impedir o processo
de germinacgao de esporos de fungos, ajudando assim a reduzir a decomposicao e a
degradagao de alimentos (LE e YANG, 2019).

O controle biologico utilizando microrganismos que produzem
quitinases apresentam impactos antifungicos favoraveis contra muitos patégenos
fungicos pos-colheita (SHARMA et al., 2023). Bactérias produtoras de enzimas
quitinoliticas a quitinase ChiC isolada do Salinivibrio exibiu propriedades
antifungicas contra patdgenos prejudiciais as culturas, como Fusarium oxysporum e
Rhizoctonia solani (LE; YANG, 2018). As chitinases chi60 e chit70 de Xenorhabdus
nematophilus mostraram atividade de sinergismo e antifungica inibindo a
germinagdo de poros do \Verticilium dahliae isolada das folhas de
Gossypiumhirsutum e a Coniella diplodiella dos frutos de Vitis vinifera (LIU et al.,
2019).
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De todas as técnicas, o processo enzimatico para degradar a quitina
vem ganhando atencdo, pois traz varias vantagens como natureza ecoldgica,
condigbes de processamento simples e suaves (PORIA et al., 2021). Uma das
preocupagdes recai sobre os residuos de frutos do mar que tem baixa
biodegradagao, causando sérios impactos ambientais (SWIONTEK BRZEZINSKA et
al., 2014; YADAV et al., 2019). A reciclagem de residuos de quitina também é
crucial para equilibrar e sustentar o ciclo de carbono e nitrogénio do ambiente
(DHOLE et al., 2021).

As quitinases sao empregadas na quebra de residuos de moluscos
para a fabricagcdo de N-acetil-D-glucosamina, um monossacarideo com grande
potencial para aplicagbes biotecnoldgicas em farmacos, cosméticos, suplementos
nutricionais e biomateriais (CARDOZO et al., 2019; RATTANAKIT et al., 2007).

A quitinase gerada a partir de Paenibacillus barengoltzii foi observada
como um potencial candidato para o tratamento de residuos de quitina (KUMAR et
al., 2018). O Streptomyces rimosus que residente no solo dissolveu os residuos do
camarao e também decompds a quitosana (SWIONTEK BRZEZINSKA et al., 2014)
Outra quitinase também do solo Pseudomonas fluorescens degradou prontamente
as cascas de camarao. Quando essas cascas (0,1 g) foram tratadas com a enzima,
[3 mmoles (0,003 g-mol)] de N-acetil glucosamina foi gerado em 6 h (ALHASAWI; D.
APPANNA, 2017).

A quitinase isolada de Chitiniphilus shinanonensis hidrolisa
eficazmente as crostas rudimentares de quitina da casca do caranguejo gerando
quitooligossacarideos (COS). Os COS tem uma ampla aplicagdo atuando no
sistema imunolégico (KUMAR et al., 2020), e na agricultura como no melhoramento
do crescimento da planta durante condi¢cdes de estresse (LE e YANG, 2019). Os
COS também sé&o eficientes contra microbios patogénicos, ajudando a prevenir
infecgbes em feridas (JAFARI et al., 2021).

1.5 Quitinases de insetos

Apesar de insetos produzirem mais quitinases do que outros
organismos (ARAKANE e MUTHUKRISHNAN, 2010), as quitinases mais exploradas
sdo as de bactérias, fungos e plantas e isso de deve a pequena quantidade de

informacdes estruturais sobre as quitinases de insetos sendo assim um dos
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principais fatores que dificultam sua exploragao biotecnolégica (SINGH e KUMAR,
2019).

As quitinases de insetos sdo expressas principalmente na epiderme,
desempenham papéis fisioldgicos importantes, incluindo ecdise da cuticula,
crescimento e pupagdo (MUTHUKRISHNAN e MERZENDORFER, 2019). Outra
funcdo seria a de regular o processo de sintese e a degradagdo da membrana
peritréfica.

A regulagao negativa de quitinases do subgrupo I, Il e h, por exemplo,
por RNAI mostraram os seguintes resultados nos insetos. A quitinase do subgrupo |
€ responsavel pela quebra da cuticula, especialmente no estagio de pupa para
adulto, a do subgrupo Il resultou na deficiéncia na muda em todos os estagios de
desenvolvimento e a quitinase do grupo h causou deficiéncia da muda e a morte do
inseto. As quitinases possuem padrdes de processamento diferentes nos insetos e
sugeri se que elas trabalham em sinergismo na quebra da quitina, mais todas
contribuem para a sobrevivéncia do inseto (CHEN et al., 2020).

As quitinases também estdo presentes em venenos e glandula
salivares de alguns insetos. Nestes casos, o papel das quitinases pode ser
degradacgao da cuticula do hospedeiro (RATHORE e GUPTA, 2015).

As quitinases de inseto GH18 diferem nas composi¢cdes dos dominios,
propriedades enzimaticas, padroes de expressao e localizagao dos tecidos. Estudos
como o mapeamento dos genes de quitinase, analise filogenética e o estudo de seu
papel funcional em diferentes insetos permitiram classificar essas proteinas em
onze subgrupos distintos (Chtl a ChtX e Chi-h) (ARAKANE e MUTHUKRISHNAN,
2010; CHEN et al., 2014; CHEN et al., 2020).

Alguns insetos produzem mais de um grupo de quitinases e algumas

delas ndo tem o CBM Figura 1.5.

FIGURA 1.5 - Arquitetura do dominio das quitinases em insetos.
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Fonte: Adaptada de (CHEN et al., 2020)

As quitinases do subgrupo | sao caracterizadas pela presenga de um
dominio catalitico N terminal unida a um dominio CBM via uma regiao de linker rica
em serina/treonina (LI et al., 2015). As quitinases do Grupo Il sdo muito maiores,
com 4-5 dominios cataliticos e de 4-7 CBMs. E possivel que quitinases como
multiplos dominios atuam na quebra de microfibrilas da quitina gerando cadeias
simples e desagregadas, tornando o substrato mais acessivel, facilitando o acesso
de outras quitinases (CHEN et al., 2018).

As enzimas do subgrupo lll sdo formadas por dois dominios cataliticos
e um CBM. Algumas quitinases pertencentes a esse grupo possuem predicdo de
peptideo sinal na regido N-terminal, entretanto algumas quitinases possuem
predicdo de ancoragem a membrana (ARAKANE e MUTHUKRISHNAN, 2010). O
subgrupo IV das quitinases de insetos possue peptideo sinal, um unico dominio
catalitico e a maioria ndo possuem CBD sendo comumente expressas no intestino
ou corpo gorduroso dos insetos (ARAKANE e MUTHUKRISHNAN, 2010). A
quitinase do subgrupo V contém um peptideo sinal e um dominio catalitico GH18,
mas nenhum CBM. No entanto, prevé-se que o dominio catalitico seja nao catalitico
devido a substituicdo de um residuo que é necessario para a catalise (ZHU et al.,
2008b).

Quitinases do subgrupo VI sdo maiores que as do subgrupo | mas
ambas sao estruturalmente similares, possuindo peptideo sinal, um dominio
catalitico e um CBD. Seu transcrito € expresso exclusivamente na carcaga diptera
(ZHU et al., 2008a). As quitinases do grupo VIl sao estruturalmente similares as do

grupo IV, entretanto, na analise filogenética o grupo VIl forma um clado anexo que
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fica proximo ao grupo I1.O subgrupo VIII, possui um dominio catalitico e nenhum
CBD. Além disso, ha um dominio transmembranar indicando que a mesma é
ancorada a membrana (ARAKANE e MUTHUKRISHNAN, 2010).

As quitinases do grupo IX possuem apenas um unico dominio
catalitico. As quitinases do grupo X tém um arranjo de dominio Unico: um peptideo
de sinal N-terminal precedendo o dominio catalitico, seguido por dois CBMs muito
proximos e um trecho C-terminal muito longo terminando com um terceiro CBM
(TETREAU et al.,, 2015). As quitinases do grupo h sdo encontradas apenas em
lepidopteros e acredita-se que sejam obtidas por transferéncia horizontal de genes
de bactérias. Como seus homoélogos bacterianos, eles contém um dominio de
fibronectina tipo Ill (Fnlll) na regiao N terminal e um dominio catalitico (LIU et al.,
2017).

As enzimas quitinoliticas de inseto tém sido apontadas como
potenciais agentes biopesticida contra organismos pestiferos e patogénicos
contendo quitina. A resisténcia a esses organismos indesejados pode ser
transmitida pela degradacao das estruturas vitais nos organismo, como a membrana
peritréfica ou cuticula de insetos, cascas de ovos, bainhas de nematdides e a
parede celular de fungos patégenos (KRAMER e MUTHUKRISHNAN, 1997)

A quitinase de Bombyx mori foi avaliada quanto ao potencial uso como
biopesticida contra o besouro Monochamus alternatus. A ingestdo oral de quitinase
provocou reduc¢ao do peso corporal e mortalidade. A fluorescéncia e as observagdes
microscopicas confirmaram que a quitina presente na membrana peritréfica do
besouro foi degradada pela agdo da quitinase (KABIR et al., 2006). A quitinase de
Lacanobia oleracea (larva da mariposa do tomateiro) apresentou efeito antagbnico
contra Haemaphysalis longicornis ao reduzir a espessura da cuticula desse
carrapato (ARAKANE e MUTHUKRISHNAN, 2010).

A quitinase do inseto Ostrinia furnacalistem teve um papel defensivo
contra fungos como Fusarium graminearum, Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani,
Phytophthora capsici e Colletotrichum gloeosporiodes (LIU et al., 2020). A quitinase
da formiga cortadeira Atta sexdens apresentou atividade inseticida contra larvas da
Spodoptera frugiperda e atividade fungicida contra os fungos Candida albicans e
Aspergillus fumigates (MICOCCI et al., 2023).
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1.6 Formigas cortadeiras: O contexto do projeto

As formigas séo artropodes notaveis no mundo, representando metade
da biomassa global de insetos (BENCKISER, 2010; BOULOGNE et al., 2016). Em
termos de diversidade de espécies, abundancia relativa, impacto ecolégico e habitos
sociais, as formigas emergem como um dos grupos mais proeminentes de
artropodes (DA SILVA ARAUJO, et al., 2018).

Os géneros, Afta e Acromyrmex, sao amplamente distribuidos no
Brasil e paises neotropicais. Sdo conhecidas como formigas cortadeiras, e sao
considerados os mais importantes insetos herbivoros. As cortadeiras sobrevivem de
folhas frescas de plantas, que servem de substrato para cultivo do fungo simbiético,
como consequéncia, esses insetos sao conhecidos por apresentarem alto poder de
dano em produgdes agricolas, florestas naturais e plantadas (DELLA LUCIA et
al.,2014; DIONISI et al., 2021; SCUDILLIO et al., 2023).

Embora as formigas estejam vinculadas, na maioria dos estudos e
pesquisas, aos danos econdémicos e ambientais causados, ha de se considerar a
importancia dessas formigas ao meio ambiente. Esses insetos contribuem para a
construcdo de um ambiente propicio ao crescimento de determinadas plantacdes
que se beneficiam do solo aerado (devido a construgdo dos ninhos) e da matéria
organica (residuo dos ninhos nao aproveitados pelos organismos que ali habitam)
(SUEN et al., 2011).

Pesquisas tém sido desenvolvidas no Laboratério de Bioquimica
Funcional e Estrutural (LBFE) do Departamento de Quimica da UFSCar, com
diferentes classes de enzimas da formiga cortadeira Atta sexdens. O genoma da A.
sexdens ainda nao foi sequenciado, mas no LBFE tém sido desenvolvidas
metodologias para amplificagdo de DNA de A. sexdens baseado em sequéncias
depositadas de outras formigas cortadeiras (MICOCCI et al., 2023; SANTOS
CORREA et al., 2023).

No presente trabalho, a busca em banco de dados mostrou
sequéncias referentes as quitinases de tamanhos muito diferentes de Atta
cepahlotes e Acromyrmex achinatior (formigas cortadeiras), sugerindo quitinases
pertencentes a diferentes grupos.

Uma sequéncia predita depositada de Acromyrmex echinatior
(gi|746868993|ref|[XP_011065639.1), tem 2678 residuos de aminoacidos e predi¢cao
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de peptideo sinal, cinco dominios cataliticos e cinco dominios de CBM, o que a
classifica como pertencente ao subgrupo Il, Figura 1.6. Baseado nesta sequéncia,
primers foram desenhados e o DNA que codificaria o dominio catalitico 4 tendo o
CBM (dominio de ligagao a quitina) na regiao C-terminal (Figura 1.6) foi amplificado
por PCR tendo como molécula molde o cDNA de A.sexdens. A cadeia polipeptidica,
aqui chamada de AsChtll-C4B1, foi expressa em Pichia pastoris, apresentando
atividade catalitica sobre quitina coloidal. Apés purificagdo, a enzima mostrou
atividade fungicida contra Aspergilus fumigatus. Além disso, a enzima também
interferiu no desenvolvimento de larvas de Spodoptera frugiperda (MICOCCI et al.,
2023). Na Figura 1.6 ilustra a arquitetura da sequéncia: Regidao Rosa: regiao de
baixa complexidade contida no linker; Regido Verde: CBMs (dominio de ligacéo a
quitina) e Regido Roxa: Dominios cataliticos. Em destaque a quitinase AsChtll-
C4B1.

FIGURA 1.6 - Arquitetura de uma sequéncia predita de quitinase da formiga
cortadeira A. echinator (gi|746868993|ref|[XP_011065639.1).

— -0l

/

AsChtll-C4B1

/

Fonte: Analise feita com o programa SMART: http://smart.embl-heidelberg

Os resultados obtidos com a AsChtll-C4B1 mostraram, entdo, que a
cadeia contendo um dominio catalitico e um dominio de ligacdo a quitina (CBM)
apresentou atividade sobre a quitina nos modelos testados de fungo e inseto e
levam a questionar como seriam as atividades de diferentes médulos protéicos de
A. sexdens, constituidas a partir da sequéncia de A. echinator. Um fato interessante
a ser considerado é que os dominios cataliticos e CBMs n&o apresentam alta
identidade e a obtengao destes mddulos pode contribuir para melhor conhecer esta

sequéncia. A proposta deste trabalho é expressar as cadeias polipeptidicas
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denominadas AsChtll-C2B3, AsChtll-C3C4 e AsChtll-C5B1, Figura 1.7, e avaliar
suas atividades fungicidas. Além disso, a enzima AsChtll-C4B1 também poderia ser
melhor caracterizada frente a diferentes tipos de quitinas e ser testada em outros

modelos de fungos.

FIGURA 1.7 - Arquitetura de uma sequéncia predita de quitinase da formiga

cortadeira A. echinator
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AsChtll-C2B3
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AsChtll-C4B1
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AsChtll-C3C4

. AsChtlI-C5B1
.

Fonte: Analise feita com o programa SMART: http://smart.embl-heidelberg
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2 OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho sdo a obtengdo de quitinases
recombinantes da formiga cortadeira A. sexdens, a caraterizagao bioquimica frente
ao substrato o-quitina coloidal e avalia a atividade fungicida frente a fungo
fitopatogénco Lasidioplodia theobromae e fungos patégenos humanos Candida
albicans e Aspergilius fumigatus. Também é objetivo do trabalho o estudo da
atuacao da enzima AsChtlIC4B1 em diferentes quitinas e avaliar sua atividade no

crescimento do fungo L. theobromae.

Os assuntos serao abordados em duas partes nesta tese:

Parte | - Obtencéo, caraterizagdo das enzimas recombinantes e a ag¢ao fungicida
das mesmas sobre fungos patdgenos e fitopatogénico. Na Figura 2.1, uma breve
introducdo da metodologia empregada para obtengao e aplicagdo das quitinases
AsChtll-C2B3, AsChtll-C3C4 e AsChtll-C5B1, utilizando nesta parte do estudo a a-

quitina coloidal como substrato para a caracterizacdo das mesmas.

FIGURA 2.1 — llustracdo esquematica

5 - Expressdodas
Chitinases
recombinantes em £,
pastoris{ KM71H) e
Purtficacio

\
2 6 - Caracterizagho “
bioquimica

Fonte: Prépria
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Parte Il — Atividade fungicida contra o fungo Lasiodiplodia theobromae e Acéao
enzimatica da quitinase AsChtll-C4B1 sobre diferentes tipos de quitina e sua. Na
Figura 2.2 ilustra o esquema do estudo da agao fungicida da recombinante AsChtll-
C4B1 no fungo L. theobromae e a atuagdo da enzima em a-quitina coloidal, B-
quitina coloidal e solida, utilizando uma combinacéo de técnicas de 'H RMN, (**C

RMN/DRX'), e analise viscosimetria.

FIGURA 2.2 - llustragao esquematica

Modificagoes - hifas

-
>

f- quitina nio tratada

Fonte: Prépria
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3 METODOLOGIA - Parte |

Obtencao e estudos com cadeias polipeptidicas de quitinases de A.

sexdens

3.1 Material biolégico

Pupas da formiga cortadeira A. sexdens (Hymenoptera: Formicidae)
foram coletadas de um ninho mantido no laboratério do Centro de Estudos de
Insetos Sociais (UNESP, Rio Claro, Brasil). As amostras foram recolhidas e lavadas
com solucao salina tamponada com fosfato (PBS) livre de ribonuclease (RNase) e

armazenadas a -80 °C até a extracdo do RNA.

3.1.1 Sintese dos Oligonucleotideos

Para obtencédo do gene de interesse foi necessaria a construgao por
sintese quimica dos oligonucleotideos de DNA complementares as extremidades de
cada fita do cDNA. Estes oligonucleotideos sado os iniciadores da sintese de DNA in
vitro, catalisada pela DNA polimerase. Como o genoma de A. sexdens n&o esta
sequenciado, a sintese dos oligonucleotideos foi elaborada tendo como referéncia a
sequéncia codificadora para uma quitinase da formiga cortadeira Acromyrmex
echinatior (XM_011067337.1), depositada no banco de dados National Center for

Biotechnology information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), com 2678 residuos de

aminoacidos, contendo cinco dominios cataliticos e cinco médulos de dominios de
ligacdo a quitina (CBM), sendo classificada como pertencente ao Subgrupo Il da
familia GH18.

Nesse contexto, primers especificos (em vermelho), foram
desenhados e sintetizados com os respectivos sitios para as enzimas de restricéo,
Tabela 3.1. Propondo a obtencdo das ORFs que codificam para a expressdo de
cadeias polipeptidicas constituidas de dominios diferentes: AsChtll-C2B3, AsChtll-
C3C4, e AsChtll-C5B1.
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TABELA 3.1 — Oligonucleotideos desenhados e sintetizados para obtencdo das

ORFs.
Nome Sequencia 5— 3’ Enzima
C2B3_F_pesca GATCCRADAGAGRAACGCTG
C2B3_R_pesca GACGATACCAAGCCCARTTGG
C2B3_F GCCGAATTCCATCATCATCATCATCATCCGCGTAT | EcoRI
AGCGTGTTATATGACG
C2B3_R GCCGCGGCCGCTCAGTCTGCGCATTTCGCCCGGG | Notl
C2B3_F_|I CATGACGTACGACTATCATGGATC
C2B3_R_I GTAACTTTGGCGGTTGTAGTAGATG
C3C4_F_pesca GGAGAGTGTTTACGCTAAGGGC
C3C4_R_pesca GAGATCTTACCGAAGTTGCACAGATAATAC
C3C4_F GGCCCAGCCGGCCAGATGGCGACAAGGAAATTA Sfil
Cc
C3C4_R GGTACCATTGGAGGTAGTGGGCTGGCTTCGATC Kpn |
C3C4_F-I GAATTGTAACAAGGGACCAGATTC
C3C4_R_I CGTTTAATCCGTGTACGTTTCTCTC
C5B1_F_pesca GCAGAATTAATCAAGAAACTTGGCCTC
C5B1_R _pesca AATGCAGTCTGTTGTGTGACCGTTCCC
C5B1_F GGGAATTCGACTTTAAGAACAGATGTGG EcoR
C5B1_R AAGCGGCCGCAATGCAGTCTGTTGTGTG Not |
C5b1_R_I GGTAAGATCTCGGAACAGTCCTG

Fonte: Prépria

3.1.2 Extracao de RNA de A. sexdens e a sintese de cDNA

A extracdo do RNA total foi realizado segundo o protocolo descrito

pelo fabricante do TRIzol®, procedimento este melhorado para a metodologia de
extracdo de RNA em uma unica etapa desenvolvido por CHOMCZYNSKI e SACCHI

(1987). Para extracédo de RNA total, 80 mg de pupas foram maceradas em 2,0 mL

de TRIzol® gelado. A mistura foi homogeneizada e descartou se o pellet. Apés 5

minutos de incubagao a temperatura ambiente, a mistura foi centrifugada por 5
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minutos a 12.000 g a 4 °C. O sobrenadante foi transferido para um tubo de 1,5 mL e
adicionou se 200 pL de cloroférmio, em seguida a mistura foi homogeneizada por 15
segundos e incubada por 15 minutos a temperatura ambiente, seguido de
centrifugacéo 12000 g por 15 minutos a 4 °C.

Transferiu 450 uL da fase aquosa para um tubo de 1,5 mL e adicionou
se 0 mesmo volume de isopropanol. A mistura foi gentilmente invertida por 15 vezes
seguido de incubagdo por 10 minutos a temperatura ambiente. Novamente a
amostra foi centrifugada a 12.000 g por 10 minutos a 4 °C para a formacéao do pellet.
O sobrenadante foi descartado e adicionou se ao pellet 1,0 mL de etanol 75 %
gelado. A amostra foi centrifugada a 8.000 g por 8 minutos. Descartou se o
sobrenadante e o precipitado foi seco a temperatura ambiente.

O pellet de RNA total foi ressuspendido em 50 yL de agua tratada com
DEPC (SAMBROOK e RUSSELL, 2001). A qualidade e quantificagcdo de RNA total
isolado foram estimados através das relagcdes das absorbancias da amostra
medidas em 230, 260 e 280nm (A260/A280 e A260/A230) utilizando BioSpec-nano
(Shimadzu). A integridade da amostra de RNA foi verificada por gel de agarose 1 %
em tampao TAE em agua tratada com DEPC contendo brometo de etidio (0,1
pMg/mL). O gel foi submetido a eletroforese a 90 V por 40 minutos e posteriormente
visualizado e fotografado através do sistema de foto documentagéo
computadorizado (Gel DocTM Ez System — Bio-Rad).

A partir do RNA total extraido foi obtido o cDNA (DNA complementar):
O RNA foi tratado com DNAse | (1 U) (Thermo Fisher Scientific), conforme o
protocolo do fabricante. Cerca de 1 uyg de RNA, 1 pyL de tampao 10X, 1 pL de
DNAse | e completou o volume final (10 pyL) da reacdo com agua tratada com
DEPC. A reagao foi incubada por a 37 °C por 30 minutos, seguida da adigdo de 1 yL
de EDTA. Incubou se a reacao a 65 °C por 10 minutos.

Para a sintese do cDNA, foi utilizado o SuperScript® VILO Master Mix
(Thermo Fisher Scientific) conforme as orientagbes do fabricante. Para 1,5 ug de
RNA tratado com DNAse | foi adicionado 4 uL da transcriptase reversa
(SuperScript® VILO Master Mix), completando a reagao para um volume final de 20
ML com agua tratada com DEPC. A amostra foi gentilmente homogeneizada e
incubada a 25 °C por 10 minutos, seguida de incubacédo por 60 minutos a 42 °C
Para finalizar a reacao, esta foi incubada a 85 °C por 5 minutos. O cDNA foi

guardado para posterior uso em freezer a -20 °C.
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3.1.3 Amplificagdao das sequéncias codificadoras das quitinases
AsChtll-C2B3, AsChtll-C3C4 e AsChtll-C5B1

O cDNA sintetizado a partir do RNA total extraido da pupa da formiga
A. sexdens e o par de oligonucleotideos para cada construcado foi utilizado na
reacao de polimerizagdo em cadeia (PCR). Na amplificacdo dos DNAs de interesse
foi utilizada a Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific)
conforme o protocolo do fabricante. Inicialmente foram utilizados os
oligonucleotideos aqui chamados de busca de cada construgdo para amplificar o
gene de interesse. A primeira etapa para a obtengcdo dos genes foi utilizada a
estratégia de obtencdo dos genes utilizando inicialmente primers de busca sem os
sitios de restricdo, abrangendo regides fora da sequéncia desejada com o intuito de
delimitar a sequéncia a ser amplificada. Este tipo de reacdo tem como vantagem o
ganho em especificidade e eficiéncia, uma vez que o produto de PCR (DNA-molde)
obtido na primeira etapa estara em concentragcbes melhores, e os primers agora
contendo os sitios para as enzimas de restricdo utilizados na segunda etapa tém
menos chances de anelarem em sequéncias inespecificas devido a reducédo do
tamanho do molde.

Os programas de amplificagdo para cada gene de interesse estado
listados na Figura 3.1. Na primeira etapa utilizando os primers de pesca (A) e os
primers contendo os sitios para as enzimas de restricdo (B). A reagdo de PCR foi
realizada em um termociclador Eppendorf Mastercycler.

FIGURA 3.1 — Condi¢des dos ciclos da reacdo de PCR para amplificacdo dos

genes.



A

* 1 min a 98°C, seguido
de 35 ciclos de 98°C
por 15 seg, 69.7°C por
45 seg, 72°C por 2 min,
e a extensao final 72 °C
por 10 min.

* 1 min a 98°C, seguido
de 35 ciclos de 98°C
por 15 seq, 68.2°C por
45se 72°C por 2 mm
ea extenséo nal 72 °C

por 10 min.

» 30 seg a 98°C, seqguido
de 30 ciclos de 98°C
por 10 seg, 65°C por
30 seg. 72°C por 1.45
seg, e a extensao final
72 °C por 10 min.

+ 30 seg a 98°C, seguido
de 30 ciclos de 98°C
por 10 seg, 72°C por
30 seg, 7 C por 145
seg, e a extensao final
72 *C por 10 min.

» 30 seg a 98°C, seguido
de 30 cicios de 98°C
por 10 seg, 63.8°C por
30 seg. 72°C por 48
seg, e a extensao final
72 °C por 10 min.

= 30 seg a 98°C, seguido
de 30 ciclos de 98°C
por 10 seg, 66.7°C por
30 seg, 72°C por 48
seg, e a extensao final
72 °C por 10 min,
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Fonte: Prépria

Para a amplificacao dos DNAs de interesse foram utilizados para cada
reacdo 1 pl de cDNA, 0,5 yL de dNTPs (10 pM), 0,35 pM de cada par de
oligonucleotideo (sense e reverse), 0,25 ul Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase
(Thermo Fisher Scientific) e 5 pl de Phusion Buffer 10X para uma reacéo de volume
final de 25 pl.

O produto da reacao de PCR foi analisado aplicando-se inicialmente 5
Ml das amostras em gel de agarose 1 % contendo 0,025 pg/mL de brometo de etidio
em tampao TAE (80 mM Tris-HCI, 40 mM &acido acético glacial, 2,5 mM EDTA, pH
8,3). Posteriormente, o volume total da reacdo da primeira etapa do processo de
PCR foi aplicado em gel de agarose, e os fragmentos de DNA de interesse foram
recortados e purificados do gel de agarose utilizando (Gel and Purification Kit —
Cellco Biotec) conforme a orientagdo do protocolo do fabricante. O produto
purificado foi quantificado em espectrofotbmetro BioSpec-nano (Shimadzu) e
posteriormente usado como DNA-molde na segunda etapa de obtengdo dos genes

de interesse por reagao de polimerizagao em cadeia (PCR).

3.1.4 Clonagem dos DNAs AsChtll-C2B3, AsChtll-C3C4 e AsChtll-
C5B1 no vetor pJET 1.2
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A clonagem dos trés DNAs foi feita através da reacdo de ligagdo ao
vetor pJET, usando o sistema CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Scientific)
conforme as orientagdes do fabricante. Para as clonagem dos DNAs, 130 ng do
DNA C2B3, 137 ng de C3C4 e 80 ng de C5B1 foram utilizados em uma reagao
contendo 10 pyL do tampéo reacional, 1 pL do vetor pJET, 1 yL da T4 ligase
completando a reagao com agua milliQ autoclavada para um volume de 20 uL de
reacao

Os clones foram transformados em células competentes da linhagem
de DHb5a de E. coli. O processo de transformacgao utilizado foi por choque térmico,
seguindo o protocolo modificado desenvolvido por HANAHAN (1983). As reagoes
foram submetidas a choque térmico incubadas por 30 minutos no gelo, seguindo de
2 minutos a 42°C sob agitagdo de 250 rpm, seguido de incubagdo no gelo por 2
minutos. As misturas foram adicionados 270 mL de meio SOC (meio LB + glicose)
previamente aquecido e seguido de incubacao por 1 hora a 37°C sob agitagao de
250 rpm.

Os produtos da transformagdao foram plaqueados em placas Petri
contendo meio LB Agar e ampicilina (100 ug/mL). As placas foram incubadas a 37
°C por 16 horas e as coldnias crescidas foram inoculadas em meio LB contendo
ampicilina (100ug/mL) e o DNA plasmidial de cada construgéo foi obtido utilizando o
kit (Fast-n-Easy Plasmid Mini-Prep Kit - Cellco Biotec). O processo de clonagem foi
avaliado através da analise de digestdo dos clones com as enzimas de restricdo
Ncol e EcoRI para AsChtll-C2B3 e AsChtll-C5B1 e as enzimas Knpl e Sfil para
AsChtlI-C3C4. Os resultados obtidos foram visualizados em gel de agarose 1%.

Os clones foram quantificados por espectrofotdbmetro BioSpec-nano
(Shimadzu) e enviados para o sequenciamento realizado no Centro de Pesquisas
sobre o Genoma Humano e Células-Tronco Instituto de Biociéncias - USP -Setor de
Sequenciamento de DNA. O centro de pesquisa utiliza o ABI 3730 DNA Analyser,
um sistema de analise de DNA de 48 capilares com a tecnologia Life Technologies —

Applied Biosystems.

3.1.5 Sub clonagem dos DNAs no vetor pPICZaA

Para a sub clonagem dos DNAs no vetor pPICZoA (Invitrogen), os

clones em pJET de cada constru¢ao (3000 ng) foram digeridos com as enzimas de
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restricdo especificas, e analisados em gel de agarose. Apds excisdo das bandas do
gel, o DNA foi purificado, quantificado e usados em reacgéo e ligagdo com o vetor
pPICZaA (Invitrogen) previamente digerido com as mesmas enzimas. A proporgao
escolhida para cada reacao de ligacao foi de 1:3 (1 de vetor para 3 de inserto). A
reacao de ligacao foi realizada para um volume final de 20 pL, contendo vetor e
inserto digeridos (160 ng de C5B1, 250 ng de C2B3 e 280 ng C3C4, 120 ng de
vetor), 2 uL de 10X T4 DNA tampao ligase e 0,5 uL de T4 DNA ligase (5 U/uL)
(Cellco Biotec). A reacao foi incubada a 4 °C por 16 horas e a solugao foi usada na
transformacdo de DHS5a de E. coli conforme descrito no item 3.1.4, porém agora
utilizando o antibiético zeocina (25 pg/mL).

As colbnias selecionadas para cada construgdo foram crescidas
overnight em meio LB Low Salt e Zeocina (25 pg/mL). O DNA plasmidial foi extraido
utilizando o kit (Fast-n-Easy Plasmid Mini-Prep Kit - Cellco Biotec). A clonagem foi
avaliada através da digestdo dos clones com as enzimas de restricdo Ncol e EcoRI
para AsChtll-C2B3 e AsChtllI-C5B1 e as enzimas Knpl e Sfil para AsChtll-C3C4 e os
resultados obtidos foram visualizados em gel de agarose 1%. Os clones foram
quantificados por espectrofotdmetro BioSpec-nano (Shimadzu) e enviado para o
sequenciamento. Uma analise in silico das clonagens das quitinases no plasmideo
pPICZaA foi realizado usando o programa UGENE, Figura 3.2. As proteinas
recombinantes previstas tém um sinal de secrec¢ao de alfa-fator em seus terminais N
e um epitopo c-Myc no C terminal. A digestdo in silico e a clonagem foram

realizadas utilizando UGENE.

FIGURA 3.2 - Esquema do vetor de clonagem pPICZa ligado aos trés fragmentos

amplificados.
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Fonte: Figura retirada do programa UGENE

3.1.6 Transformacao dos clones pPICZa_C2B3, pPICZa_C3C4 e
pPICZa_C5B1 na linhagem Pichia pastoris KM71H'Mut® eletro

competentes

O sistema de expressao Pichia pastoris foi utilizado para a expressao
das proteinas recombinantes. Esse microorganismo eucarioto além de possui
capacidade de crescimento rapido, processamento de proteinas, dobramento de
proteinas e modificagcao pds-traducional, de facil manipulacdo quanto o de E. coli
ou Saccharomyces cerevisiae.

A linhagem KM71H (Mut®) possui o locus AOX1 interrompido, e como
resultado este fendtipo tem o crescimento lento na presenca de metanol, porem na
presenca do promotor AOX1 esta linhagem possui a capacidade de produgdo na

presenca de metanol. Portanto o uso do metanol é para indugdo e producido de
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proteinas e ndo como fonte de carbono para crescimento celular. Na presenca de
glicerol o promotor AOX1 permanece inapto havendo somente crescimento celular.
Interrompido o glicerol por metanol o promotor AOX é fortemente induzido e a fonte
de carbono neste caso passa a ser destinada para a produgdo de proteina
(LOOSER et al., 2015).

O DNA linear pode gerar transformantes estaveis de P. pastoris via
recombinagcdao homologa entre o DNA e regides de homologia dentro do genoma
(Cregg et al., 1985; Cregg et al., 1989). Nesse contexto, para haver a recombinagao
homologa com o genoma da levedura e o plasmideo contendo o gene de interesse
ha a necessidade da linearizagao dos clones.

Cerca de 10 ug de cada clone pPICZoA _C2B3, pPICZaA_C3C4,
pPICZaA_C5B1 foi utilizado na reagao de linearizagdo separadamente. A enzima
usada no processo foi a FastDigest Sacl (Thermo Scientific), tampdo 10x Sacl, e
agua ultrapura para um volume final de 200 uL. A reacgao foi mantida a 37 °C por 40
minutos. Para o clone pPICZaA C2B3, a enzima Mssl(Pmel) (Thermo Scientific) foi
usada na reagao e o tempo de incubacao foi de 2 horas a 37 °C. Apds essa etapa
os DNAs linearizados foram precipitados (concentrados) para serem usados na
reacao de transformacdo na linhagem KM71H de Pichia pastoris (Invitrogen) por
eletroporagao.

Para a precipitacéo foi adicionado o mesmo volume de cloroférmio ao
DNA linearizado sob agitagao por alguns segundos, seguido de centrifugagao por 2
minutos a 15.000g formando duas fases. A fase superior contendo o DNA foi
transferida para outro tubo e adicionou se acetato de sédio 3 M em uma proporcao
de 1:10 (1 de DNA e 10 de acetato de sddio). O etanol 100% gelado (2,5 V) foi
adicionado e a mistura foi armazenada overnight no freezer (-20°C).

O precipitado foi centrifugado a 15000g a 4°C por 20 minutos. O
sobrenadante foi descartado e ao pellet formado foi adicionado etanol 70% gelado
seguido centrifugacao a 15.000g a 4°C por 20 minutos. O precipitado foi incubado
em estufa a 37°C por aproximadamente 30 minutos para secagem, e posteriormente
foi ressuspendido em 10 pL de agua ultrapura. Tanto o DNA linearizado quanto o
precipitado foram analisados em gel de agarose 1 %.

As células competentes da linhagem KM71H foram produzida de
acordo com o manual “EasySelectTM PichiaExpression kit” (Invitrogen - K1740-01).

Para a transformagéo por eletroporacéo, cerca de (10 pg) do DNA linearizado e
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precipitado de cada construcado plasmidial e 80 pyL de células foram utilizados. As
amostras foram transferidas para cubetas de eletroporagédo de 0,2 cm (mantidas no
gelo por 5 minutos). As células foram pulsadas de acordo com os parametros para
P. pastoris (2.500 V, 200 Q, 25 yF e 5 milissegundos) utilizando um eletroporador
GenePulser (BioRad). Imediatamente apds o choque foi adicionado a cubeta 1 mL
de sorbitol 1 M estéril gelado e a mistura foi homogeneizada cuidadosamente.
Transferiu-se o conteudo das cubetas para tubos estéreis de 15 mL e incubou-se
por 90 minutos a 30 °C na estufa. As células transformadas foram plaqueadas em
meio YPDS &agar (extrato de levedura 1 %, peptona 2 %, dextrose 2 %, sorbitol 1,0
M, agar 2 %) com 100 pg/mL de Zeocina. As placas foram incubadas a 30 °C por 3
dias.

A avaliagdo de coldnias transformantes foi feita através de PCR
usando os primers especificos para cada constru¢cdo e DNA gendmico da colbnia de
P. pastoris crescida na presenca de 500 ug/mL de Zeocina como DNA molde. Cinco
colbnias foram obtidas para a construgdao pPICZa-C5B1, cinco colbnias para a
construcado pPICZa-C2B3 e onze colbnias para construcdo pPICZa-C3C4.

As colbnias selecionadas para ambas a construgdes tiveram o DNA
genomico extraido. Em seguida, a eficiéncia da transformagéo de P.pastoris KM71H
foi confirmada por PCR utilizando o DNA genémico como DNA molde.

A extragdo de DNA gendmico de coldnias de P. pastoris foi feita de
acordo com o protocolo ja padronizado no nosso laboratério, descrito brevemente a
seguir. Uma amostra de cada colbnia selecionada foi homogeneizada em 600 uL de
tampao de extragcdo (NaCl 0,5 M, EDTA 0,0 5M, Tris 0,1 M e B-mercaptoetanol
0,2%), com posterior adi¢ao de 50 yL SDS 20%. A mistura foi incubada por 1 minuto
sob leve agitagdo seguido de incubacédo a 60 °C por 15 minutos. Em seguida, a
solugéo foram adicionados 300 pL acetato de potassio 5 M seguido de leve agitacéo
por 1 minuto. Posteriormente, a solugéo foi centrifugada a 13.200 g por 10 minutos.
Cerca de 840 pL do sobrenadante foram transferidos para um tubo de 2 mL e foi
adicionado o mesmo volume de isopropanol seguida de agitacdo breve,
centrifugagdo nas mesmas condigdes acima ja mencionado. O sobrenadante foi
descartado e 500 uL de etanol 70% foram adicionados ao pellet. Esta solugao foi
posteriormente centrifugada a 13.200 g por 5 minutos, o sobrenadante descartado e
o pellet incubado em estufa a 60 °C por 15 minutos para secagem. Apos o pellet

secar, este foi homogeneizado em 50 uL de agua ultrapura.
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A reacao de PCR foi preparada com volume final de 25 uL contendo o
DNA gendmico como molde, tampao 10x Phusion, enzima Phusion™ High Fidelity
DNA Polimerase (Thermo Fisher Scientific), dNTP, os mesmos primers de cada
construcao utilizados para amplificar o DNA da C2B3, C3C4 e C5B1. As condi¢des
dos ciclos da reagdo de PCR para amplificagdo dos genes mencionado na Figura

3.1 foram utilizados para cada reacao de PCR.

3.1.7 Expressao das proteinas recombinantes AsChtll-C2B3,
AsChtll-C3C4 e AsChtll-C5B1 em P. pastoris.

Para expressar as proteinas recombinantes, colbnias da AsChtll-
C2B3, AsChtll-C3C4 e AsChtll-C5B1 foram inoculadas em 10 mL de meio BMGY (1
% extrato de levedura, 2 % peptona, 1, 34% yeast nitrogen base (YNB), 1, 64 uM
de biotina, 1 % dglicerol e tampao fosfato de potassio 100 mM, pH 6,0),
suplementado com Zeocina (100 ug/mL) e mantidas a 29 °C e 250 rpm por 24
horas. O inoculo foi transferido para erlenmeyers de 2000 mL contendo 500 mL de
meio BMGY e mantidos novamente a 29 °C e 250 rpm por 24 horas. Apds esse
periodo, as amostras foram centrifugadas a 1.500 x g por 5 minutos a 4 °C. Os
pellets foram homogeneizados em 100 mL meio BMMY (1 % extrato de levedura, 2
% peptona, 1, 34 % yeast nitrogen base (YNB), 1, 64 uM de biotina, 0,5 % metanol e
tampao fosfato de potassio 100 mM, pH 6,0) e transferido para erlenmeyers de 1000
mL.

A cada 24 horas 1 % de metanol (100%) foi adicionado ao meio de
cultura para promover a indugdo. O processo foi mantido a 29 °C por 144 horas.
Apos este periodo o meio de cultura foi centrifugado a 3800g por 8 minutos a 4 °C.
A amostra foi recolhida e armazenada a -20 °C para analise da atividade enzimatica
e eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 12%).

Como amostra controle o vetor pPICZa (vazio) foi transformado na
linhagem P. pastoris KM71H e os procedimentos de purificacdo e utilizagdo das
enzimas em caraterizagéo bioldgica foi também efetuado com o sobrenadante (meio

extracelular) da colbnia transformada com o vetor pPIC vazio.
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3.1.8 Purificagcdo das quitinases AsChtll-C2B3, AsChtll-C3C4 e
AsChtll-C5B1

Para a primeira etapa de purificagdo das quitinases foi a precipitagcao
das proteinas recombinantes utilizando sulfato de aménio (80%). Cerca de 100 mL
do extrato bruto (sobrenadante) foi utilizado no processo. A adigdo do sal ao extrato
bruto foi sob agitagdo por um periodo de 15 minutos e em seguida o meio de cultura
ficou em repouso por 45 minutos a temperatura ambiente. A solucao foi centrifugada
a 10000g por 40 minutos a 4 °C e os pellets foram homogeneizados em 5 mL de
tampao fosfato de sédio 50 mM, pH 5,9. Apds essa etapa foi realizada a dialise do
meio de cultura usando SnakeSkin (3.5K MWCO) contra 400 mL de tampao fosfato
de sodio 50 mM e pH 5,9 a 4 °C durante 3 horas com 3 trocas de tamp&o. A
amostra obtida apds a precipitagdo com sulfato e amédnio e dialise foi chamada e
Extrato Enzimatico.

O extrato enzimatico foi submetido a uma segunda etapa de
purificacdo, a cromatografia de afinidade em metal por fluxo de gravidade, usando
uma coluna contendo 2 mL de resina de niquel NI-NTA Superflow (Qiagen). A
coluna foi equilibrada previamente com tampao fosfato de sédio 50 mM, pH 5,9 e
10 mL da amostra foi aplicada a coluna, que permaneceu fechada e estatica por 10
horas. Apds o periodo incubagéo, cerca de 20 mL do mesmo tampéao fosfato de
sédio 50 mM e pH 5,9 foi utilizado para a lavagem da resina para a retirada de
impurezas. A eluigdo da proteina foi realizada com tampé&o fosfato de s6dio 50 mM e
pH 5,9 suplementado com 500 mM de imidazol (5 mL).

As amostras eluidas da coluna foram dialisadas contra o tampao
fosfato de sddio 50 mM e pH 5,9 para a retirada do imidazol. A terceira etapa de
purificacéo foi realizada utilizando uma coluna de exclusdo molecular (Superdex 75),
utilizando o fosfato de sddio 50 mM e pH 5,9 acrescentado de 150 mM de NaCl. As
proteinas foram eluidas num fluxo de 0,5 mL/min. As etapas da purificacdo foram

analisadas em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12%.

3.1.9 Atividade enzimatica das quitinases
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Para a avaliacdo da atividade enzimatica, a quitina coloidal 5% (m/v)
foi utilizada como substrato, sendo preparado conforme descrito por (SOUZA et al.,
2009). Para o preparo da quitina coloidal, 60 mL de HCI (Merck S.A.) concentrado
foi adicionado a 5 gramas quitina (Sigma-Aldrich) a temperatura ambiente por 1 h
sob agitacdo. Apds essa etapa, a essa mistura foi adicionada a 200 mL de etanol
50% gelado sob agitagdo. O precipitado foi filtrado em papel de filtro e lavado com
agua destilada até que o pH da quitina coloidal atingisse o pH 7,0.

A atividade enzimatica foi determinada pelo método (DNS 3,5- acido
dinitrosalicilico) (Sigma-Aldrich), que mede a concentracdo de acucar redutor em
solugdo (MILLER, 1959; PANWAR et al., 2014). Assim, 200 pyL da enzima
parcialmente purificada foram homogeneizados com 200 pL de quitina coloidal 5 %
em tampao citrato-fosfato (MCILVAINE, 1921), pH 5,0 e foram encubadas por 1
hora a temperatura de 50 °C sob agitacdo de 250 rpm. Apds esse periodo, 400 uL
de acido 3,5-dinitrosalicilico foram adicionados a reacdo. A mistura reacional foi
aquecida por 10 min a 100 °C e depois resfriada a —20 °C por 5 minutos. A solugao
foi centrifugada a 10.000 g por 5 min e o sobrenadante foi submetido a medigéo de
absorbancia a 540 nm em espectrofotdmetro (BIOMATE 160). Os ensaios foram
realizados em ftriplicatas e os resultados obtidos foram comparados com uma curva
padrao de N-acetilglucosamina (GIcNAc) que variou de 0,1 a 1 mg/mL.

A atividade da quitinase foi definida como a quantidade de enzima que
liberou 1 ymol de GIcNAc por minuto, nas suas melhores condicbes de pH e
temperatura (item 3.1.10).

A concentragao das proteinas foi medida pelo método de Bradford
utilizando a BSA como padrao (MARION M. BRADFORD, 1976).

3.1.10 Determinacdo de pH e temperatura o6timos das

quitinases

O pH ¢6timo para cada quitinase foi determinado medindo a atividade
enzimatica a 50 -C em tampao citrato-fosfato na faixa de pH 3,0 a 8,0. As condicbes
de preparo das reagdes para o pH 6timo foram feitas conforme descrito do item
3.1.9.
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Para os ensaios da obtencdo da temperatura étima, estas foram feitas
no pH 6timo para cada quitinase e a temperatura foi estuda na faixa de 25 °C a 80
°C.

Os resultados obtidos foram expressos pela média das absorbéancias
de trés réplicas de trés experimentos independentes com os desvios padrao

indicados.

3.1.11 Termo estabilidade Enzimatica

A termo estabilidade enzimatica foi avaliada pela determinagdo da
atividade apds incubagao das quitinases parcialmente purificadas nas temperaturas:
4 °C, 28 °C, 37 °C, 50 °C e 55 °C. O tempo de incubacao para avaliar as quitinases

na presenga do substrato foram feitos em intervalos de 1, 8,16, 24, 48 , 72 horas.

3.1.12 Atividade antifungica

Para avaliar a atividade antifungica das quitinases foram utilizados
dois modelos de fungos patogénicos humanos: o fungo Aspergillus fumigatus e a
levedura Candida albicans (ATCC64548).

Para monitorar o crescimento de A. fumigatus tipo selvagem 2.5 x 10*
conidios da cepa foi cultivados em 200 pL de meio minimo (glicose 1 % (v/v), 1 x
sais de contendo nitrato e 1 x oligoelementos, pH 6,5), (I. MALAVAZI e G.H.
GOLDMAN, 2012) que foram suplementadas com concentragcbes variaveis das
quitinases parcialmente purificada (100, 50 e 25 ug/mL). As quitinases foram
avaliadas separadamente e também um estudo foi feito para analisar um possivel
sinergismo entre as quitinases contra o fungo A. fumigatus.

O corante resazurina na concentragéo final de 0,002 % (m/V) foi
utilizado como dye. O tempo de incubagdo para a avaligdo antifungica das
quitinases sobre o fungo foi de 24 a 30 h a 37 °C. O experimento foi realizado em
placas preta de 96 pogos (Greiner Bio-One; 655,086).

Apos o periodo de incubagdo, a porcentagem de reducdo de
resazurina foi determinada fluormetricamente medindo a fluorescéncia nos

comprimentos de onda 570 nm (excitacdo) e 615 nm (emisséo). A Fluorescéncia foi
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determinado com um leitor de placas Spectra Max SpectraMax i3 (Molecular
Devices). Os valores médios obtidos foram usados para calcular a porcentagem de
crescimento do fungo, na presenca e auséncia das chitinases. Para padronizar as
condigdes do ensaio, o fungicida comercial Amphotericin B (2 ug/mL) foi avaliada
pelo ensaio de resazurina.

A porcentagem da redugao da resazurina e a inibicado do crescimento
foram calculadas usando a normalizacdo com modificacdes (MONTEIRO et al.,
2012) :

% de reducdo = 100 x (IFAT/IFCNT)

Sendo:
IFAT, intensidade fluorescente do agente de teste

IFCNT, intensidade fluorescente da célula nao tratada;

E finalmente, calcula-se a percentagem de inibicdo de crescimento do

fungo como:

% de inibigdo = 100 — % de reducgao - % de redugao do controle

tratado (pPICZalfa vazio).

Para serem avaliadas neste estudo, as quinasses foram esterilizadas
por filtracdo em membrana de ultrafiltracdo (0,22 pym - KASVI) e todos os
experimentos foram realizados em camara de fluxo laminar. Os experimentos foram
realizados em quadruplicatas.

Para os ensaios com a Candida albicans 2.5 x 10* conidios da cepa
foram cultivados em 200 pyL de meio minimo (glicose 1% (v/v), 1 x sais de contendo
nitrato e 1 x oligoelementos, pH 6,5), que foram suplementadas com concentragcbes
variaveis das quitinases parcialmente purificada (150, 100 e 50 ug/mL). O tempo de
incubacao para a avalicao antifungica das quitinases sobre a C. albicans foi de 24 a
30 horas a 37 °C. Para avaliar o potencial efeito sinérgico de Aschtll-C5B1, AsChtlI-
C3C4 e AsChtll-C2B3 foi realizado na presenca do calcofluor White (CFW) um

agente que fragiliza a parece celular do fungo competindo por ligagdes de
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hidrogénios com as enzimas [3-1,3-glucano e ao B-1,6-glucano que conectam com a
quitina (RAM; KLIS, 2006).

Como controle do experimento foi utilizado o cultivo do P. pastoris
KM71H transformado com pPICZaA vazio na mesma concentragao das AsChtll-
C5B1, AsChtll-C3C4 e AsChtll-C2B3.

O crescimento das células de C. albicans foi acompanhado pela leitura
da densidade otica a 600. As quinasses foram esterilizadas por filtragdo em
membrana de ultrafiltragdo (0,22 uym - KASVI) e todos os experimentos foram
realizados em camara de fluxo laminar. Os experimentos foram realizados em

quadruplicatas.
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4 METODOLOGIA- Parte Il

Acao enzimatica da quitinase AsChtll-C4B1 sobre diferentes
substratos de quitina e sua atividade antifungica contra o fungo L.

theobromae.

4.1 Estudos morfoldégicos da estrutura a-quitina e B-quitina

sob a acao da quitinase AsChtll-C4B1

A obtencdo da AsChtll-C4B1 foi realizada segundo o protocolo
realizado por (MICOCCI et al., 2023) com algumas modificagdes, sendo a alterada a
concentracédo de metanol como indutor da expresséo para 1% e mudando o pH da
solugdo tampao na purificagdo em niquel mudado de 7 para 5,9 (observou-se
melhora na atividade enzimatica).

Quatro tipos de quitina foram avaliados neste estudo: a-quitina solida,
a-quitina coloidal, B-quitina coloidal e sélida. A a-quitina coloidal foi preparada de
acordo com o método descrito por (SOUZA et al., 2009). O substrato B-quitina
natural foi extraida de lulas (Doryteuthis spp.), espécies encontradas na costa
brasileira, procedimento de extragao realizado por (CAMPANA-FILHO et al ., 2007).
A B-quitina foi entdo moida em moinho de facas equipado com peneira de 1 mm e
moido em diferentes fracbes de pdé com diametros médios (d), variando como d <
0,125 mm e d > 0,425 mm, procedimento realizado por (FACCHINATTO et al.,
2021). Para a obtengao do substrato $-quitina coloidal, o mesmo procedimento para
obtencao da a-quitina coloidal foi realizado, conforme descrito no item 3.1.9.

Os substratos a-quitina coloidal e B-quitina coloidal foram preparados
na concentragdo de 5 % (m/v), em tampao citrato-fosfato pH 5,0 (MCILVAINE,
1921), tanto. Para o meio reacional 1,0 mL de proteina purificada (0,713 mgq) foi
adicionada a 1 mL de substrato em tampao citrato-fosfato, totalizando um volume
final de 2 mL. Os tubos contendo o meio reacional foram encubados sob agitagao
de 250 rpm por 48 h a 55 °C.

Apos o periodo de encubacdo, uma amostra do meio reacional foi
retirada para o teste colorimétrico utilizando o &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)

(Sigma-Aldrich). O ensaio tem como base a deteccdo do N-acetil-D-glucosamina
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(GlcNACc) liberado a partir da agéo hidrolitica sobre o substrato (MILLER, 1959). O
mesmo volume de DNS foi adicionado ao meio reacional e a amostra foi fervida por
10 min a 100 °C, resfriada a 20 °C, e em seguida centrifugada a 10.000 g por 5
minutos. O sobrenadante foi submetido a medida de absorbancia a 540 nm em
espectrofotdbmetro ultravioleta visivel (UV-Vis) (BIOMATE 160) a temperatura
ambiente. Os testes foram realizados em ftriplicata e o resultado expresso em média
+ DP.

4.2 Preparo das amostras para analises por RMN

Aliquotas de 350 puL das amostras do produto da reagédo enzimatica da
AsChtll-C4B1 contra o substrato a-quitina coloidal, B-quitina coloidal, foram diluidas
em 250 pL da solugéo do padréo interno 3-trimetilsiliipropionato de sédio — d4 (0,50
mM, TMSP em D,0), resultando em solugbes de 600 uL com concentragdo do
padrao interno de 0,21 mM. Posteriormente, um volume de 600 uL de cada amostra

foi transferido para um tubo de RMN padrao de 5 mm para as analises de RMN.

4.2.1 Analise das quitinas apo6s reagao com AsChtll-C4B1 por RMN

Os experimentos 1 D e 2 D das amostras foram obtidos a 25 °C em
equipamento Bruker de 14,1 Tesla, AVANCE Ill, equipado com uma sonda de
deteccao direta PABBO (Broad Band Observe) de 5 mm com ATMA® (Automatic
Tunning Matching Adjustment), gradiente de campo em z, unidade de temperatura
variavel BCU-I, unidade geradora de gradiente de campo, e trocador de amostra
automatica “Sample-Xpress™”.

Os espectros de RMN de 'H foram adquiridos usando uma sequéncia
de pulso de supressao de solvente de pré-saturagao do sinal da agua (denominada
noesygpprid no TopSpin Bruker com gradiente de campo e, com a supressao do
sinal da agua pela irradiagdo na frequéncia 2822.04 Hz (O1). As condig¢des foram:
64 promediacgdes (ns), 4 “dummy scans” (ds), 65536 pontos de dados durante a
aquisicao (td), janela espectral de 20.0276 ppm (sw), ganho do receptor de 80.6
(rg), pulso de 90° de 11.850 us, tempo de aquisi¢ao entre cada aquisi¢ao 2.73 s (aq)

e 5 ms de tempo de mistura (d8).
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Os espectros de RMN de "H foram referenciados por meio do sinal do
TMSP-d4 em 0,0 ppm. Para apoiar a atribuicido do composto de interesse foram
realizados experimentos de RMN 2 D, como 'H-'H COSY, 'H-"*C HSQC, 'H-"*C
HMBC, J.s, foram realizados em amostra selecionada. Para determinacdo do
produto de interesse foi realizada uma consulta de bancos de dados espectrais
(banco de dados de metaboloma humano, HMDB - Human Metabolome Database:
Showing metabocard for N-Acetyl-D-glucosamine (HMDB0000215).

4.2.2 Processamento espectral e quantificagcao do composto

Os espectros de RMN "H foram processados com um alargamento de
linha de 0,3 Hz usando o software TopSpinTM 3.6.1 (Bruker, Biospin, Alemanha). A
correcao de fase e linha de base foi corrigida manualmente usando o Chenomix
NMR Suite 8.4 (Chenomix Inc, Edmonton, Canada). O composto foi identificado nos
espectros de RMN "H usando a biblioteca de compostos incorporada na ferramenta
Chenomx Profiler, cujos sinais de sobreposigcdo dos compostos também foram
deconvoluidos por software.

As atribuicbes de metabdlitos foram confirmadas pela analise de
mapas de correlagdo de RMN 2 D usando o software MestRenova e o banco de
dados de metaboloma humano. Também pelo Chenomx, os espectros de RMN 'H
foram referenciados ao pico de TMSP a 0,00 ppm, que foi usado como padrao
interno de concentragcdo conhecida (0.5 mM) para quantificagdo o composto de

interesse.

4.3 Analise de microscopia eletronica dos substratos apds a reagao
com a enzima AsChtll-C4B1

Os diferentes tipos de quitina usados como substrato para a enzima
AsChtll-C4B1 foram submetidos a analise de microscopia eletrobnica (MEV/FEG).
Assim, as amostras de quitina resultantes da acao enzimatica foram preparadas em
porta amostras (stubs), recobertas com uma camada de ouro e/ou platina. As

imagens de MEV foram obtidas em um equipamento JEOL, modelo JSM 6510, com
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tensédo de aceleracéo de elétrons de 5 kV a uma distancia de trabalho (WD) de 10
mm aplicadas em um suporte de silicone (5 mm x 5§ mm) e as micrografias do (FEG)
forma obtidas de um equipamento JEOL modelo 670F com tensdo de aceleragao 2
kV a distancia de trabalho (WD) de 3 mm.

4.4 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de *C

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear no Estado Sdlido
(RMN-ES) de *C foram obtidos em espectrometro Advance 400 (Bruker), acoplado
a uma sonda de dupla-ressonéncia de 4 mm com rotagao no angulo magico (MAS),
operando a 100,5 MHz. Cerca de 100 mg das amostras liofilizadas foram utilizados
e os espectros foram obtidos a 251 °C. O grau médio de acetilacdo (GA) foi
calculado a partir da equacéo (1), onde Acns corresponde a area do sinal referente
ao carbono metilico das unidades GIcNAc e Ac1.ce € a soma das integrais dos sinais

de carbonos do anel glicosidico.

GA (%) = (AAE—H"‘E)I 100 ,

C1—Ca

O ordenamento molecular de curto alcance foi avaliado e o indice de
cristalinidade Iccp foi calculado pelo ajuste dos sinais dos carbonos C4 e C6, de
acordo com o método de deconvolugéo proposto por (FACCHINATTO et al., 2020).

4.5 Difragao de Raios X (DRX)

Os padroes de difracdo de raios X (DRX) das amostras de quitina
foram adquiridos utilizando um difratdmetro AXS D8 Advance (Bruker), com fonte de
radiagdo de Cu K, (A = 0,1548 nm). As medidas foram realizadas no intervalo 5° <
28 < 50°, com velocidade de varredura de 5° min™'. Os indices de cristalinidade (/Cr)
foram estimados a partir do método de subtragdao da contribuicido da regido amorfa
(Aam) pelo ajuste de curvas de spline cubicas, da area total do padrao de difracao
(Atot) utilizando o software Microcal Origin 2020 (OSORIO-MADRAZO et al., 2010).
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Além disso, as dimensdes dos dominios cristalinos (Lpg) foram
estimadas a partir da largura a meia altura (LMA) dos picos de difragdo em 20 = 8,3°
(plano 020) e = 19,7° (plano 200), ajustando curvas Lorentzianas e aplicando a
equacgao de Scherrer (2) (FACCHINATTO et al., 2020, 2021).

(0.9) (k)
(LMA) ( cos B)hig (2)

L=

4.6 Viscosimetria Capilar em Regime Diluido

As massas moleculares médias viscosimétricas (M) das amostras de
quitina foram determinadas a partir de suas viscosidades intrinsecas ([h]) e graus
médios de acetilagdo (G4). Para a determinagdo da viscosidade intrinseca, tanto
quitina de partida quanto as tratadas enzimaticamente foram solubilizados em N,N-
dimetilacetamida (DMAc) contendo 5% de cloreto de litio (m/v). Aproximadamente
10 mg de cada amostra foram adicionados a 20 mL de DMAC/LICl por 24h a
temperatura ambiente. Em seguida, a solugdo resultante foi filtrada sob pressao
positiva utilizando membranas de acetato de celulose com didmetro médio de poros
de 0,45 um (Millipore®).

Apoés a filtragdo, 15 mL das solugbes foram transferidos para um
capilar de vidro com didmetro de 0,84 mm e o conjunto foi imerso em banho
termostatico a 25,00 £ 0,01 °C. As medidas dos tempos de escoamento das
solucdes poliméricas foram realizadas utilizando um viscosimetro modelo AVS-360
acoplado a bureta automatica AVS-20, ambos da empresa Schott-Gerate, GmbH.

As concentragdes das solugcdes foram suficientemente baixas para
resultar em viscosidades relativas (n) entre 1,2 e 1,8 com objetivo de assegurar
que as medidas fossem realizadas no regime diluido. A partir da adicdo de volumes
definidos de solvente ao capilar, realizados de forma automatizada pela bureta, as
solugdes iniciais foram diluidas, possibilitando obtencdo de tempos de escoamento
diferentes em funcdo da concentracdo da solugdo polimérica. Estes resultados

permitem a determinag&o de viscosidade relativa (nr) e viscosidade reduzida (nsp)
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de cada solugéo de concentragdo conhecida (C,). Com isso, foram elaboradas
curvas de nsp/C vs (Cp) para verificar o ajuste 8 Equag&o de Huggins (3).

A partir da extrapolagdo da reta obtida a diluicao infinita, € possivel
determinar a viscosidade intrinseca ([n]) do polimero, que por sua vez € necessario
para o calculo da (HUGGINS, 1942; RINAUDO et al., 1993). Estes ensaios foram

realizados em triplicata.

£ = [n] = Ky.[N%.C

c

Onde ngs, corresponde a viscosidade especifica, [n] a viscosidade
intrinseca, K, a constante de Huggins e C a concentragao inicial do polimero.

Com os valores de viscosidade intrinseca, a Massa Molecular
Viscosimétrica Média (M), em g mol™, foi determinada através dos parametros de
Mark-Houwink-Sakurada (4) (KNAUL et al., 1998) (K’ e a), sao especificos para
cada polimero, solvente e temperatura. Estes coeficientes foram determinados para
a quitina em DMACc/5%LiCl a 25 °C, e possuem valores de 2,4x10”" mL g”' e 0,69,
respectivamente (TERBOJEVICH et al., 1988).

Além disso, foram calculados os graus médios de polimerizagao
viscosimétrica (GP,) das amostras de beta-quitina e whiskers, utilizando os valores
de GA obtidos por ressonancia magnética nuclear (RMN), a partir da equacgéao (5),
onde 161 e 203 correspondem as massas moleculares (g mol-1) das unidades GIcN

e GIcNAc, respectivamente.

[T]] = H-M_u (4)

. (Mv=+100)
[161+(1-GA)+203+GA] ©)

GP,

17
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4.7 O fungo Lasiodiplodia theobromae

O fungo L. theobromae (CDA 1169), isolado de caule de gravioleira
(Annona muricata), Jaiba, MG, foi adquirido da Micoteca da Universidade Federal de
Pernambuco e mantido em agua estéril de acordo com o método de (CASTELLANI,
1963) em temperatura ambiente até o uso. A passagem da cultura do fungo para
placa de Petri foi feita em meio de cultura BDA (Potato Dextrose Agar M096,
HIMEDIA). A placa foi mantida em estado estatico a 28 °C durante 3 dias para em

seguida o fungo ser utilizado tanto em meio sélido como em meio liquido.

4.7.1 Ensaios biolégicos da enzima AsChtll-C4B1 no fungo L.

theobromae in vitro

Com o intuito de estudar qual substrato a enzima teria uma melhor
afinidade de ligacéo, a porcentagem de proteina ligada ao substrato $-quitina e o-
quitina coloidal e solidas variando o tempo de incubagao (1 a 72 horas) a 55 °C
foram avaliadas medindo as concentragbes das proteinas em solugdo durante o
periodo de incubagao estipulado utilizando o método (BRADFORD, 1976), e a BSA
como padrao.

Para avaliar o comportamento enzimatico da AsChtll-C4B1 a
temperatura a 28 ° C, temperatura do crescimento do fungo L. theobromaeda a
enzima teve como substrato a-quitina coloidal variando o tempo de incubacgéo (1 a
72 horas) e a estabilidade térmica na mesma temperatura e periodo de incubagéo.
Os resultados obtidos sdo expressos como média de trés réplicas de trés

experimentos independentes.

Ensaio de atividade fungicida - Método 1

A atividade antifungica foi medida usando um método de placa
cilindrica com algumas modifica¢des (LI et al., 2018). O fungo foi cultivado em placa
Petri descartavel (90 cm x 15 mm) contendo meio BDA (Potato Dextrose Agar

M096, HIMEDIA) a 28 °C em uma incubadora por 72 horas. Uma amostra micelial
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dessa placa com tamanho de 8 mm foi retirada e plaqueada no centro de outra
placa Petri contendo BDA e ap6s 72 horas de incubacao a 28 °C, foram feitos nesta
placa a distancia de 1 cm da borda da col6nia micelial, halos de 8 mm e 200 pl do
extrato enzimatico (0,166, 0,332 e 0,496 mg/mL), proveniente da primeira etapa de
purificacdo (precipitacao com ((NH4),SO,4) seguido da dialise) foram adicionados
nos respectivos halos. Como controle utilizou se o extrato de P. pastoris KM71H
parcialmente purificado contendo o vetor pPICZaA vazio (precipitacdo com
((NH4)2S0y),

A enzima purificada (200 pL) apés coluna de niquel (0,770 mg/mL) foi
testada da mesma maneira e o tampéao fosfato de sédio 50mM, pH 5,9 . Para que
houvesse uma melhor difusdo da solugdo contendo a enzima no meio BDA, as
amostras plaqueadas foram encubadas a 4 °C durante a noite e em seguida as

placas foram transferidas para uma incubadora a 28 °C por mais 72 horas.
Ensaio de atividade fungicida- Método 2

Do fungo cultivado em placa Petri descartavel (90 cm x 15 mm)
contendo o meio BDA (Potato Dextrose Agar M096, HIMEDIA) foi retirado uma
amostra micelial com tamanho de 8 mm e colocado em 10 mL do meio liquido de
constituido de ((NH4).SO4 5,6 g L', KH,PO4 4 g L™, CaCl, 0,6 g L™, MgS0,.7H,0
0,6 g L, peptona 1,8 g L™, extrato de levedura 0,5 g L', MnSO,4.H,0 0,02 g L™,
ZnS0,4.7H,0 0,002 g L™, CoCl,.6H20 0,04 g L™ ) ( MANDEL e WEBER, 1991). O
meio contendo o fungo foi incubado a 28 °C sob agitagdo constante de 150 rpm por
72 horas. Em seguida a quitinase purificada (coluna Ni-NTA) (0,710 mg/mL) foi
adicionada ao meio e a cultura permaneceu por mais 72 horas sob as mesmas
condigdes para verificar o crescimento micelial do fungo.

Apos este periodo a DO (densidade o6tica) a 600 nm do meio foi
medida e a solugcdo foi analisada em microscépio. Como controle, 0 mesmo
procedimento foi feito com o fungo sem a presenga da enzima. Os resultados
obtidos sdo expressos como média de trés réplicas de trés experimentos
independentes com os desvios padrao indicados.

Para analisar a biomassa seca do fungo apds a acado da enzima contra
a quitina contida na parece celular do fungo, este foi coletado, enxaguado com agua

milliQ e seco a 60 °C para determinar a biomassa seca. O controle fungo sem a
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presenca da enzima passou pelo mesmo procedimento experimental. Os resultados
obtidos sido expressos como média de trés réplicas de trés experimentos

independentes com os desvios padrao indicados.

Ensaio de atividade fungicida - Método 3

Do fungo cultivado em placa Petri conforme descrito anteriormente foi
retirada uma amostra micelial com halo de 8 mm e plaqueado na placa de duas
maneiras — 0 micélio voltado para cima na superficie do BDA e um outro em contato
direto com o BDA e sobre estes foram gotejados quitinase na concentracédo de
0,710 mg/mL.

4.7.2 Preparacao das amostras biolégicas para os experimentos de
MEV

Para investigar o efeito da Aschtll-C4B1 na morfologia da quitina
contida na parede celular do fungo, amostras provenientes do método 2 foram
utilizadas para serem analisadas por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV). As
amostras foram incubadas em uma solugdo de Karnovsky (paraformaldeido 4%,
glutaraldeido 5% CaCl 0,05%) para a fixagao e preservagao do material bioldgico.

As amostras foram armazenadas a temperatura ambiente e em
seguida a solucao de Karnovsky foi descartada e as amostras foram desidratadas
variando a porcentagem de acetona a cada 10 minutos (30%, 50%,70%, 90% e
100%), sendo na porcentagem de 100% o procedimento da desidratagao foi
realizada por 3x a cada 10 minutos. As amostras foram congeladas e em seguida
liofilizadas. Apds a liofilizagdo as amostras biolégicas foram preparadas em porta
amostras (stubs) e recobertas com uma camada de ouro. Posteriormente foram
analisadas por Microscopia eletrénica de varredura (MEV) com o intuito de ver as
possiveis alteracbes morfoldgicas nas hifas do fungo. As micrografias foram obtidas
em um equipamento JEOL, modelo JSM 6510, com tensdo de aceleragdo de

elétrons de 5kV a uma distancia de trabalho (WD) de 10 mm.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO - PARTE |

Quitinase do grupo Il (Chtll), membro da familia glicosideo hidrolases
18 (GH18), é uma enzima importante em todos os estagios de desenvolvimento de
insetos (SU et al., 2016; ROYER et al., 2002). Possui alto peso molecular e contém
de quatro ou cinco dominios cataliticos e quatro a sete dominios de ligagédo a quitina
(ARAKANE e MUTHUKRISHNAN, 2010; CHEN et al., 2018; PAN et al., 2012; ZHU
et al., 2008). No entanto, nem todos os dominios cataliticos sao ativos, uma
substituicdo do aminoacido glutamato, doador de protons, pode ocorrer sugerindo
que esse dominio pode carecer da atividade catalitica mesmo mantendo a
capacidade de ligagcao ao substrato (YANG, 2019).

Uma quitinase do grupo Il da espécie lepidéptera Ostrinia furnacalis
teve dois dominios cataliticos ativos cristalizados e segundo as propriedades
cataliticas e estruturais analisadas sugerem que a quitinase do grupo Il no inseto
pode ter a fungcdo de ser a primeira enzima a descristalizar inicialmente a quitina
cuticular no inseto deixando o polimero mais acessivel para as demais quitinases
atuarem, ou seja um trabalho de sinergismo entre as quitinases essenciais para a
despolimerizagao completa da quitina no inseto (CHEN et al., 2018).

Devido a sua importancia no desenvolvimento de insetos, mas
também em outros organismos que apresentam quitina, as quitinases representam
um vasto e promissor campo de pesquisa. O objetivo deste trabalho foi a obtencao
de cadeias recombinantes contendo dominios quitinases da formiga cortadeira Atta

sexdenx, sua caraterizagao e avaliagdo como possiveis fungicidas.

5.1 Amplificacao dos DNAs referentes as quitinases de A. sexdens

A formiga cortadeira Afta sexdens ainda n&o possui 0 seu genoma
estudado e, portanto, ndo era possivel desenhar primers para amplificacdo de DNA
relativos as quitinases. A sintese dos oligonucleotideos para obtengéo dos genes foi
elaborada tendo como referéncia a sequéncia codificadora para uma quitinase da
formiga Acromyrmex echinatior (XP_011065639) depositada no banco de dados

National Center for Biotechnology information (http://www.ncbi.nim.nih.gov/). A

proteina predita desta sequéncia de nucleotideos teria 2678 residuos de
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aminoacidos com predicdo de peptideo sinal, cinco dominios cataliticos e cinco
modulos de dominios de ligacdo a quitina (CBM), sendo classificada como
pertencente ao Subgrupo Il da familia GH18 (FIGURA 5.1, primeira linha). Os
dominios cataliticos e os CBMs apesentam baixa similaridade sequencial, conforme
avaliado por alinhamentos de sequéncias-dados ndao mostrados, e iniciamos o
estudo de obtencao de diferentes cadeias polipeptidicas de A. sexdens baseada na
sequéncia depositada da XP_011065639 de Acromyrmex. Assim, a proteina
denominada AsChtll-C4B1 (Figura 5.1) foi expressa em P. pastoris e foi estudada
quanto a sua atividade larvicida e fungicida (MICOCCI et al., 2023).

No presente trabalho foi proposta a expressdo de 3 cadeias
polipeptidicas aqui denominadas de AsChtll-C2B3, AsChtll-C3C4, e AsChtll-C5B1,
que estdo ilustradas na Figura 5.1. AsChtll-C2B3 apresenta um dominio catalitico
quitinase e trés dominios de ligacdo a quitina (CBM), AsChtlI-C3C4 apresenta dois
dominios cataliticos quitinase e AsChtll-C5B1 apresenta um dominio catalitico e um
dominio CBM.

Figura 5.1 - Arquitetura de dominio da quitinase grupo Il da formiga cortadeira

Acromyrmex echinatior e as cadeias polipeptidicas de A. sexdens.

' @‘_;; -ﬁ]@’;:, --g?-@@}-@l:: : m;: ~-§}@:z
AsChtll-C2B3

B --0-0¢

AsChtll-CaBl

AsChtll-C3C4
* @__;_j - @;‘,: -0

AsChtll-C5B81

Fonte: Analise feita com o programa SMART: http://smart.embl-heidelberg.de/.
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O sistema de expressao escolhido para obtencao das enzimas foi o de
Pichia pastoris que por ser eucarioto permite modificagdes pods-traducionais e o
vetor foi o pPICZalpha, que permite a expressdo para o meio extracelular da
proteina heterdéloga e cauda de histidina na regido C-terminal da mesma.

Assim, a partir dos primers desenhados, os DNAs foram amplificados
por PCR. Para tanto, a extragcdo do RNA total foi realizada a partir da fase pupa da
formiga A. sexdens e o RNA foi analisado em gel de agarose e através da
transcriptase reversa foi sintetizado o cDNA. A (Figura 5.2) ilustra a analise dos
produtos de 3 reacbes de formacao de cDNA. Uma observacdo € que para a
construcdo C2B3 o primer foward continha sequéncia para expressao de cauda de

histidinas no N-terminal da proteina e o primer reverse continha stop codon.

Figura 5.2 - Analise em gel de agarose 1 % do RNA total extraido de A. sexdens-

Marcador de massa molecular 1 Kb DNA ladder (Thermo Scientific).

Fonte: Prépria

5.2Clonagem dos DNAs C2B3, C3C4 e C5B1 no vetor pJET1.2

A primeira etapa para a obtengdo dos DNAs foi realizada utilizando,
inicialmente, primers de busca sem os sitios de restricdo, abrangendo regides
maiores do que a sequéncia desejada, pois estudos anteriores no nosso laboratorio
mostraram que para amplificacdo de DNA de massa molar alto esta é a melhor
estratégia. A partir dos primers de busca e utilizando como molécula molde o cDNA
da A. sexdens, foi possivel amplificar DNAs (dados ndo mostrados) que foram
usados sequencialmente como molécula molde para amplificagdo dos fragmentos

de DNA desejados (usando agora os primers com 0s sitios e restricao).
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A amplificagdo do DNA relativo ao C2B3, talvez pelo fato de ser um
DNA de massa molecular elevada, somente foi positiva com primer foward contendo
sequéncia de nucleotideos que resultariam em cauda de histidina na regiao N-
terminal da proteina.

As reagbes em cadeia da polimerase (PCR) para amplificacédo dos
DNAs C2B3, C3C4 e C5B1 foram bem sucedidas para obtengédo de fragmentos de
DNA com os tamanhos esperados, conforme analise em gel de agarose (Figura
5.3). Eram esperados (e foram obtidos) amplicons de 3000 pb para C3C4, 1600 pb
para C5B1 e 2400 pb para C2B3.

FIGURA 5.3 — Andlise em gel de agarose 1% dos fragmentos de DNA amplificados

por PCR. Marcador de peso molecular (1 kb).
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Fonte: Prépria

A clonagem dos 3 DNAs amplificados foi feita por reacdo de ligacao
dos DNAs ao vetor de clonagem pJET, usando o sistema CloneJET PCR Cloning Kit
(Thermo Scientific) conforme as orientagdes do fabricante. A clonagem foi avaliada
através da digestdo dos DNAs apds a reagao de ligagdo, com enzimas de restricao
Ncol e EcoRI para C5B1 e C2B3, Knpl e Sfil para C3C4.

A digestao dos clones pJET_C2B3, pJET_C3C4 e pJET_C5B1 gerou
dois fragmentos de DNA, um que apresenta uma banda de aproximadamente 3000
pb referente ao vetor pJET e os fragmentos de 2400 pb, 3000 pb e 1600 pb (Figura

5.4), mostrando que a clonagem foi bem sucedida.
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FIGURA 5.4 - Anadlise em gel de agarose da reacdo de digestdo enzimatica dos

clones.
MM 1 2 MM 1 2 MM 1 2
6000
6000 6;(::) | S— et
_I 2500 1500 -
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Fonte: Propria

Apos a digestdo dos clones com as enzimas de restricdo, os DNAs
foram purificados, quantificados e usados em reacao de ligagdo ao vetor pPICZaA
previamente digerido com as mesmas enzimas de restricdo utilizadas para cada
construgcdo. A colbnia escolhida para cada construgcao foi crescida em meio LB,
overnight, apds o qual o DNA plasmidial foi extraido e usado em reagao de digestao
com enzimas de restricdo Ncol e EcoRIl para AsChtll-C2B3 e AsChtllI-C5B1, Knpl e
Sfil para AsChtlI-C3C4.

FIGURA 5.5 - Analise em gel de agarose da reagao de digestdo dos clones. A -
pPICZaA-C3C4 (3000 pb), B - pPICZaA-C5B1 (1600 pb), e pPICZaA-C2B3 (2400

pb)
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Fonte: Prépria
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5.3 Analise do sequenciamento dos clones

O dominio catalitico das quitinases pertencentes a classe GH18 tem
um enovelamento na forma de um barril (a/B)s TIM (triose-phosphate isomerase) e é
caracterizado por 4 regides contendo os motivos conservados: KXXXXXGGW,
FDGXDLDWEYP, MXYDXXG e GXXXWXXDXDD, sendo X um aminoacido nao
especifico. O segundo motivo, FDGXDLDWEYP, apresenta o residuo glutamato (E)
atua como o acido catalitico, doando o préton necessario para a clivagem da ligagéo
glicosidica. Estudos mostram que a substituicdo do residuo glutamato por residuos
de glutamina ou por acido aspartico anula a atividade catalitica das quitinases
(SYNSTAD et al., 2004). As fungbes do primeiro, terceiro e quarto motivos
conservados tém sido relacionadas com a ligacdo da enzima as moléculas de
quitina e podem desempenhar um papel na processabilidade e na atividade
enzimatica em relac&o a quitina cristalina (ARAKANE e MUTHUKRISHNAN, 2010).

Os dominios de ligagdo a carboidratos (CBMs) em quitinases de
mamiferos e insetos pertencem a familia CBM14, possuem entre 40 a 70 residuos
de aminoacidos e estao localizados na regidao N ou C terminal da proteina (CHEN et
al., 2020). Sao dominios extracelulares que contém seis cisteinas conservadas que
formam trés ligacdes dissulfeto (TJOELKER et al., 2000). Possui uma superficie
carregada positivamente devido a presenca de residuos basicos de arginina e lisina
que podem formar ligagdes de hidrogénio com os grupos hidroxila do grupo N-acetil
da cadeia de quitina, fortalecendo a interacdo com o substrato, especialmente com
a quitina cristalina (FADEL et al., 2016). Os CBMs podem direcionar as enzimas
para diferentes regides das cadeias de polissacarideos e aumentar a concentragao
da enzima nas proximidades do substrato (GEORGELIS et al., 2012).

Neste trabalho, para obter as cadeias recombinantes com dominios
cataliticos para quitinases e CBMs, foi escolhido o vetor pPICZalphaA. Para a
clonagem dos DNAs e expressdao das proteinas em P. pastoris. O vetor
pPICZalphaA permite a expressdo da proteina recombinante em fusdo com uma
sequéncia na regidao N-terminal que codifica um peptideo sinal de secrec¢ao (fator-
alpha) de Saccharomyces cerevisae, que direciona a expressao da proteina para o
meio extracelular. A existéncia de sitios de clivagem das enzimas Kex2 e Ste13
permitem que o DNA seja clonado de forma que a proteina expressa nao apresente

o peptideo sinal, mas dependendo do sitio de restrigdo escolhido para a clonagem
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do DNA, a proteina vai apesentar alguns aminoacidos oriundos do vetor na regiao
N-terminal. Outra caracteristica deste vetor € que o mesmo permite que o C-terminal
da proteina recombinante expressa apresente um epitopo c-myc e uma cauda de
histidinas (Invitrogen).

Os clones obtidos para as 3 construgcbes foram sequenciados e
através da ferramenta ExPASy Translate tool (httpsu//web.expasy.org/translate/)
foram obtidas as sequéncias preditas das trés cadeias polipeptidicas AsChtll-C2B3
AsChlI-C3C4 e AsChlI-C5B1, mostradas na discusséo a seguir € nas (Figuras 5.6,
5.7 e 5.8). As cores na arquitetura das proteinas nas figuras representam: Caixa
roxa, dominio catalitico (Glyco_18); caixa rosa, regiao de baixa complexidade e
caixa verde, dominio de ligagdo a quitina (CBM).

A enzima AsChtll-C2B3 (Figura 5.6) resulta em 771 residuos de
aminoacidos e o dominio catalitico apresenta 93 % de identidade com a sequéncia
da quitinase de A. echinatior, usada para desenhar os primers, e 94% de identidade
com uma quitinase de Atta cephalotes (XM_012206306.1), (Anexo). Analises de
predicéo de sitios de glicosilagédo indicaram que a AsChtll-C2B3 apresenta 95 sitios
para O-glicosilagdo e 3 sitios para N-glicosilagdo os quais estdo destacados com
pontilhado na Figura 5.6. Os motivos conservados na familia glicosideos hidrolase
18 (GH18) das quitinases contendo os aminoacidos (KXXXXXGGW,
FDGXDLDWEYP, MXYDXXG e GXXXWXXDXDD; onde X & um aminoacido nao
especifico estdo sublinhados em vermelho. Houve mutagdo no segundo motivo
FDGXDLDWEYP para FDGLSFEWSYP. Esta mesma sequéncia € conservada nas
formigas A.cephalotes e A echinatior. No entanto, tem se a presenga do aminoacido
glutamato (E) o doador de elétrons nessa regido. Os preditos sitios para N-
glicosilacdo estdo destacados em caixas pontilhadas. Seis residuos de cisteina

presentes na regido dos CDBs estao destacados (asterisco preto).

FIGURA 5.6 — Arquitetura e sequéncia dos aminoacidos da AsChtll-C2B3.
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B B B
B Cht Cht Cht
i :=- - . ka‘y- - kﬁ-‘y E‘Eg

10
EAEAAEFHHH

70
QPFDPWADIE

130
LKKHNFDGLS

20
HHHPRIACYM

80
NNLYQRVTSI

140
FEWSYPKCWQ

190
YKEVIDKAYE

250
LIGGLGAEKS

310
RLRHNWKVGT

370
ESFPLLKTMN

430
ATTWTERPST

490
SCAPTTQLSH

550
ANRQLCDWPS
*

610
KLTTSKPIVV

670
CDWAFKSPCT
* *

730
LHFNRETRIC

®

200
VHEISQIVDF

260
KLLVGIPLYG

320
GPSAHFEDEW

380
RALGRSLPPI

449
TTQQTTKTTW

500
STTRKPIVDT

560
AAKCQAETDS
*

620
EPTQKPQKPC
*

680
NKPHKNALLV

740
DWPSRAKCAD

*

30
TSWALYRKGD

20

KGSRILLALG

150
SDCKKGPDSD

210
MSVMTYDYHG

270
QSNRLSTASQ

330
VGYEDRESVY

390
SEDCRRPPQP

450
PTWTWTSQEP

570
TSTTSSPLWS

630
EHGQYYPYPN

690
EKDTVPTTCI
*

750
RAAAASAGPR

48
GKFVPEHLDS

100
GWTDSSGDKY

160

KﬁFFTKlMQE

220
SWESKLAHIA

280
ADLGDPTTGP

340
ARGKYITEVG

400
VTPQAPTLTT

460
SKIASEDVTK

520

Y YSDPMNCGNY
*®

580
SSTKKPSTTT

640
SCTSFLVCVN
* ®

700
TGSYSGVPGD

7680
PPKPFLEQKL

50
NLCTDIIYAF

110
SRLISSGVSR

170
LREEFNKQDP

230
PLFSSSDSKP

290
GKPGSSLSPG

350
VGGATMWTID

6
AGLNPETLLI

120
RKFVIATMNF

180
PLLLAAALSG

—

YYNVNFTMNY

300
GWGRIMIFEK

360
LDDFQNLCCS

410
HSDGVDGNPH

470
LNETNKPSTT

530
YRCVRGELKR
*

590
AKVTRPILTI

650
GDLVSQQCGF
*

710
CTSYQACLWG
* *

770
ISEEDLNSAV

420
PTTSMTTSSS

480
PSSTTPTSTI

540
EQCAPGLHWD
*

600
TTTTTTIATT

660
GLNWNTDKNM

720
RQEVFNCAPG
*

D

Fonte: Analise feita com o programa SMART: http://smart.embl-heidelberg.de/.

A construgédo que originou a proteina AsChtll-C3C4 foi pensada para

expressar uma proteina contendo dois dominios cataliticos e nenhum CBM. A
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sequéncia predita para AsChtll-C3C4 apresenta 804 residuos de aminoacidos e os
motivos conservados do dominio catalitico também estédo presentes (Figura 5.7).

O dominio catalitico (CAT) C3 possui 98,5 % sequéncia com o CAT C3
da quitinase de A. echinatior, usada para desenhar os primers, € 99,3 % de
identidade com o CAT C3 da quitinase Atta cephalotes (XM_012206306.1), (Anexo).
O CAT C4 apresentou 98,84 % de identidade com o CAT C4 da quitinase de A.
echinatior e 98.55 % de identidade com o C4 da quitinase Afta. cephalotes
(XM_012206306.1),(Anexo). Analises de predicdo de sitios de glicosilagao
indicaram que a AsChtll-C3C4 apresenta 14 sitios para O-glicosilacdo e 5 preditos
sitios para N-glicosilagéo.

Os motivos conservados na familia glicosideos hidrolase 18 (GH18)
das quitinases contendo os aminoacidos (KXXXXXGGW, FDGXDLDWEYP,
MXYDXXG e GXXXWXXDXDD; onde X & um aminoacido nao especifico estao
sublinhados em vermelho. E a presenga do aminoacido glutamato (asterisco
vermelho) no segundo motivo, considerado o doador de protons necessario para a
clivagem da ligagao glicosidica. Os preditos sitios para N-glicosilagao os estao
destacados em caixas pontilhadas. Seis residuos de cisteina presentes na regiao

dos CDBs estao destacados (asterisco preto), (Figura 5.7).

FIGURA 5.7 - Arquitetura e sequéncia dos aminoacidos da AsChtll-C3C4.
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A enzima AsChtll-C5B1 apresenta 553 residuos e aminoacidos,
(Figura 5.8), e os motivos conservados do dominio catalitico de GH18 séao
encontrados na sequéncia. O dominio catalitico C5 da AsChtll-C5B1 apresentou
95,71 de identidade com a sequéncia do CAT C5 da quitinase de A. echinatior,
usada para desenhar os primers, e 90,12 % de identidade com o CAT C5 da
quitinase de Afta cephalotes (XM_012206306.1), (Anexo). A AsChtll-C5B1
apresenta 22 sitios para O-glicosilagdo e 3 preditos sitios para N-glicosilagdo. Os
motivos conservados na familia glicosideos hidrolase 18 (GH18) das quitinases
contendo os aminoacidos (KXXXXXGGW, FDGXDLDWEYP, MXYDXXG e
GXXXWXXDXDD; onde X & um aminoacido ndo especifico estdo sublinhados em
vermelho e a presenga do aminoacido glutamato (asterisco vermelho) no segundo
motivo, o doador de prétons necessario para a clivagem da ligagao glicosidica. Os
preditos sitios para N-glicosilagdo estdo destacados em caixas pontilhadas. Seis
residuos de cisteina presentes no CDB estao destacados (asterisco preto), (Figura
5.8).

FIGURA 5.8 - Arquitetura e sequéncia dos aminoacidos da AsChtll-C5B1.
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10
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-
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Fonte: Analise feita com o programa SMART:
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http://smart.embl-heidelberg.de/
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5.4 Obtencao as proteinas recombinantes

5.4.1 Transformacado dos clones em linhagem KM71H de Pichia
pastoris KM71H

Os clones das 3 construgdes (e também o vetor pPICZaA vazio, usado
como controle) foram transformados em linhagem KM71H de P. pastoris por
eletroporagao. Colbnias crescidas na presenga do antibiético foram selecionadas (1
colénia para cada construgao) para confirmagao da transformacéao. Para isto, o DNA
gendmico de cada colbnia foi extraido e usado como DNA molde juntamente com os
primers 5-A0OX e 3'AOX do vetor, em reagao de amplificacdo de DNA por PCR. Os
produtos das reacgdes foram analisados em gel de agarose, confirmando a
amplificagdo dos fragmentos de DNA de tamanho esperado para cada construgao.

A inducao da expressao das proteinas foi feita com adicdo de metanol
ao meio de cultura a cada 24h e apds o periodo de 6 dias o meio de cultura foi
centrifugado e o pellet foi descartado. A primeira etapa de purificacdo das quitinases
foi a precipitacao das proteinas recombinantes utilizando sulfato de amonio (80%)
seguida de dialise. A solugdo obtida apds dialise, chamada aqui de Extrato
Enzimatico (EE), foi aplicada em uma coluna contendo 2 mL de resina de niquel NI-
NTA Superflow (Qiagen). As proteinas eluidas da coluna com imidazol foram
dialisadas e aplicadas em uma coluna de exclusdo molecular (Superdex 75).

A quitinase AsChtll-C5B1 n&o se ligou a coluna de niquel, devido a
uma mutacdo no DNA amplificado, que originou um stop cédon antes de chegar na
regidao contendo as histidinas (6xHis) na regiao C-terminal no vetor pPICZaA.
Apesar deste stop codon ter provocado a sintese de cadeia polipeptidica menor
(com 54 aminoacidos a menos na regido C-terminal, este fato ndo impossibilitou que
a proteina tenha atividade catalitica, conforme sera descrito a seguir.

As etapas de purificagdo de cada proteina foram acompanhadas por
SDS-PAGE, (Figuras 5.9, 5.10 e 5.11).

A massa tedrica calculada (baseado na sequéncia de DNA
amplificado) para cada quitinase de acordo o] programa
(https://web.expasy.org/protparam/), foi de 85,5 kDa (AsChtll-C2B3), 91,1 kDa

(AsChtll-C3C4) e 61,7 kDa. A massa molecular aparente das proteinas, mostrada
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nos géis, € maior do que as calculadas: 130 kDa (AsChtll-C2B3), 120 kDa (AsChtll-
C3C4) e 70 kDa, o que sugere que essas proteinas sofreram glicosilagdo, uma
modificagdo comum de P. pastoris (RAMLI, et al., 2011; ZHU et al., 2008).

A colbnia de P. pastoris transformada com o vetor pPICZaA vazio
também foi submetida aos processos de expressao e purificacdo, para ter um
controle negativo nos experimentos de atividade biolégica. Na Figura 5.9 A ilustra
M: marcador de proteina; 1 — EE do controle negativo (pPICZaA vazio); 2 - EE; 3 —
solucao eluida da coluna de niquel com 500 mM de imidazol. 4 — Solugao eluida da
coluna Superdex 75. Na Figura 5.9 A* - Sequéncia de aminoacidos produzidos em
P. pastoris KM71H. Os potenciais locais de N-glicosilagdo estdo destacados em

vermelho.

FIGURA 5.9 — Analise em SDSPAGE do processo de purificagdo da AsChtll-C2B3.
A

A*

EAEAAEFHHHHHHPRIACYMTSWALYRKGDGKFVPEHLD SNLCTDIIYAFAGLNPETLLIQPFDPWADIENNLYQRVTSI
KGSRILLALGGWTDS SGDKYSRLISSGVSRRKFVIATMNFLKKHNFDGLSFEWSY PRKCWQSDCKKGPDSDKPNETKLMQOE
LREEFNKQDPPLLLAAALSGYKEVIDKAYEVHEISQIVDFMSVMTYDYHGSWESKLAHIAPLFSSSDSKPYYNVNFTMNY
LIGGLGAEKSKLLVGIPLYGQSNRLSTASQADLGDPTTGPGKPGSSLSPGGWGRIMIFEKRLRHNWKVGIGPSAHFEDEW
VGYEDRESVYARGKYITEYGYGGATMWTIDLDDFONLCCSESFPLLKTMNRALGRSLPPISEDCRRPPQPVTPQAPTLTT
HSDGVDGNPHPTTSMTTSSSATTWTERPSTTTQQTTKTTWPTWIWT SQEPSKIASEDVTKLNETNKPSTTPSSTTPTSTI
SCAPTTQLSHSTTRKPIVDTSEANCTSGAYYSDPMNCGNYYRCVRGELKREQCAPGLHWDANRQLCDWPSAAKCQAETDS
TSTTSSPLWSSSTRKKPSTTTAKVIRPILTITTTTTTIATTKLTTSKPIVVEPTQKPQKPCEHGQYYPYPNSCTSFLVCVN
GDLVSQQCGPGLNWNTDKNMCDWAFKS PCINKPHKNALLVEKDTVPTTCITGSYSGVPGDCTSYQACLWGRQEVENCAPG
LHFNRETRICDWPSRAKCADRAAAASAGPRPPKPFLEQKLISEEDLNSAVD

Fonte : Prépria
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Na figura 5.10 B, ilustra M: marcador de proteina; 1 — EE do controle
negativo (pPICZoA vazio); 2 - EE; 3 — solucado eluida da coluna de niquel com 500
mM de imidazol. 4 — Solugao eluida da coluna Superdex 75. Na Figura 5.10 B* -
Sequéncia de aminoacidos produzidos em P. pastoris KM71H. Os potenciais locais

de N-glicosilac&o estdo destacados em vermelho.

FIGURA 5.10 - Analise em SDSPAGE do processo de purificagdo da AsChtll-C3C4.
B

MM 1 2 3 4

140
100 b
72 —
60 |

B*

QPARWRQGNYKVVCYFTNWAWYRRGIGRYLPEHIDHTLCTHIVYGFAVLDY SEMI IKAHD SWADFDNRFYERVVAYKKRG
LRKVLLALGGWNDSAGDKYSRLVNNPSSRKKFINHTLQFIKKYDFDGLDMDWEY PVCWQVNCNKGPDSDKE SFAALLRELS
AEFKPKGLLLSAAVSPSKKVIDKGYDVPSLAKYLDWIAVMAYDYHGQWDKRTGHVAPLYYHPDDEFYYFNANYSINYWIS
KGAPPRSIVMGMPLYGQSFTINDPSSGNGLNSPASAGNAGEFTRAAGFLSYYEICDRILNRGWTIVVQDPEGRMGPYAYKG
SQWVSFDD SEMIRRKAQFVRDMGLGGGMVWALDLDD FRGRCDNGPHPLMHT IQRVLAE PPKEHDKPLQPPSAPSPSITTL
IVEPTQAIRPTNTVDRVTONSFKNDEFKVICY FTNWAWYRQEGGRFVPEDIDPDLCTHVLYGF SVLDGSSLTMKSHDPWA
DIDNKFYDRVAAFKAKGLKVILMALGGWND SAGDKYSRLVNSPSARRKFITQLLLFIEKYDFEGLDLDWEY PVCWQVDCNK
GPESDKQSFAELIKELSDEFKPRGLLLSAAVSPSKRVIDAGYDVPTLSKYLDWISIMTYDFHGQWDKKTGHVAPLYSLPN
DWEPTFNANF SIHYWIEKGANPKKLIMGVPLYGQSFSLAERNVHGLNAPTYGGGEAGEATRARGFLSYYEICERTLKKGW
TVVQDKERRIGPYAYKGDOQWVSFDDAQQIKLKAELIKKLDLGGGMIWALDLDGTS SRGGRQPFWNRKNSSQKRIWNSAVDH
HHHH

Fonte: Prépria

Na Figura 5.11C ilustra M: marcador de proteina; 1 — EE do controle
negativo (pPICZaA vazio); 2 - EE; 3 — solugédo que nao se ligou a coluna de niquel. 4
— Solugéo eluida da coluna Superdex 75. Na Figura 5.11 C* - Sequéncia de
aminoacidos produzidos em P. pastoris KM71H. Os potenciais locais de N-

glicosilagao estao destacados em vermelho.
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FIGURA 5.11 - Analise em SDSPAGE do processo de purificacdo da AsChtll-C5B1.

C*

EAEAEFDFKNRCGCEPSPLLRTMNRVLRNYPKGPLCPITEGTEVVIIDVDQSNIESTTVIERPIYESTTSPTYIPPATIP
TTTELDPDIDDTIEIEASPLPPADCGGHLFISHKSDCTKYYLCNFGKISEQSCPSGLYWNEDRCDWPENTKCKTAESRSS
LSPRLRLAKNVNEKKIVCYYRIGLGRRASFGSFTPENIDGTLCTHIVYAFATLEKETFLLNIDDSDNVYSSFLNKTAEIK
KRNGLKVLLGLGGWNDSEDDKY SRLISSPQSTRKNFARY IVKITEQYGFDGLNLDWEF PVCWXGDCSRGPEEDRENFVEF
LKDLSEALTSRGLLLSIVVSANKIVIDRGYTHISLLTRYVNWIGVVAYDYHTGMGSETGHVAPLYHHPDDISPFLNANES
VMYWINKGVPAEMIVLGIPTYGSSFTLSEKSLNRPSFHVKADGPGE PGKFTKSAGFLAYHEICDNVKNDGWSVTKDSEGR
MGPYASKRNQWVSYDDVSNVAKKAELIKKLNLGGGMIWSLDLDD FRGLCGCGKYPLLTALNNGLGRGNGHTTD

Fonte: Prépria

A avaliagédo e a quantificacdo da bioprodug¢ao de N-acetil-glucosamina
(GlcNAc ) utilizando a acéo enzimatica das quitinase no substrato coloidal a-quitina
foi realizada por ressonancia magnética nuclear (RMN 'H). Este método pode ser
usado para avaliar rapidamente a atividade da quitinase (LIU et al., 2011). O produto
gerado da reacgao, o N-acetilglicosamina, foi atribuido de acordo com os picos em
destaque nos espectros de RMN 'H. Ambos os espectros foram registrados em
condigdes similares, cujas concentragcbes determinadas foram (A) 0,48; (B) 0,41 e
(C) 0,56 mmol L-1, respectivamente. Os sinais para o N-acetilglicosamina estdo em

destaque na Figura 5.12.

FIGURA 5.12 - Espectros de RMN 'H das amostras coletadas da reacdo enzimatica
das quitinases AsChtll-C2B3(A), AsChtll-C3C4 (B) e AsChtii)C5B1 (C) frente ao

substrato coloidal da a-quitina
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9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0

Fonte: Prépria

5.5 Caracterizagcao bioquimica das enzimas

As trés cadeias polipeptidicas foram avaliadas quanto a sua atividade
frente a quitina coloidal. A detecgao da atividade a 540 nm foi determinada pelo
meétodo colorimétrico utilizando o DNS 3,5- acido dinitrosalicilico como medi¢cao da
extremidade redutora do N-acetilglucosamina (GIcNAc) liberados em solu¢do, como
resultado da acido enzimatica sobre o substrato. Todas as cadeias apresentaram
atividade frente a quitina e, portanto, as melhores condi¢gdes das reagdes foram

estudadas.
5.6 Efeito do pH nas quitinases

As enzimas foram testadas em um grande intervalo de valores de pH
tendo sido determinadas maiores atividades das enzimas AsChtll-C2B3 e AsChtll-
C5B1 em pH 5,0 e da AsChtll-C3C4 em pH 4,0 (Figura 5.18). As 3 proteinas
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mantém a atividade aproximada de 80% no intervalo de 1 ponto a menos ou 1 ponto
a mais no valor de pH.

Quitinases de insetos possuem o6timo pH entre 4,0 a 8,0 (MATHEW et
al., 2021). Exemplos de pH 6timos para quitinase de inseto do subgrupo | séo a
OfChtl (pH 6,0), OfChi-h (pH 6,5) de Ostrinia furnacalis (CHEN et al., 2014; LIU et
al., 2017). Quitinase de EF-Chi (pH 6,0) de Eisenia fétida, mas a enzima se manteve
estavel entre o pH 5,0 a 8,0 (UEDA MITSUHIRO et al ., 2017). Trés quitinases de
diferentes tamanhos e composicdo de Manduca sexta tiveram seus perfis de
atividade de pH entre 5,0 a 8,0 (ZHU et al., 2001). As quitinases de insetos do
subgrupo Il pouco tém sido relatadas na literatura. Estudo recente de 2 modulos
ativos OfChtll-C1 e OfChtll-C2 derivado da broca asiatica do milho Ostrinia
furnacalis tiveram suas caracteristicas enzimaticas e estruturais estudadas, e

tiveram os seus ensaios enzimaticos realizados em pH 6,0 (CHEN et al., 2018).

FIGURA 5.13 - Efeito do pH na atividade das enzimas AsChtllI-C2B3, AsChtlI-C5B1
e AsChtll-C3C4.
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5.7 Efeito da temperatura e termo estabilidade das trés proteinas

Nas melhores condicbdes de pH, as 3 proteinas foram estudadas para
verificagcdo da melhor temperatura para suas atividades (Figura 5.14 A), tendo-se
observado que elas apresentam temperatura 6tima muito similares. A quitinase
AsChtll-C2B3 apresentou atividade o6tima na temperatura de 55 -C, enquanto
AsChtllI-C3C4 e AsChtlI-C5B1 a 50 "C.

A estabilidade enzimatica das quitinases tem sido relatada como
importante na aplicagdo como fungicida ( LIU, et al., 2020) e, portanto, as enzimas
foram estudadas em relacido a sua estabilidade catalitica na presencga do substrato,
ao longo do tempo em diferentes temperaturas (Figura 5.14 B). Nesse trabalho as
quitinases tiveram sua atividade enzimatica testada variando a temperatura de 4 °C
e 37 C e na temperatura 6tima de cada uma delas por 72 horas

Quando analisamos a termo estabilidade, a quitinase AsChtlI-C2B3 a 55 C,
por exemplo, a atividade é reduzida em 20 % em 8 horas de incubagédo e apos 72
horas ainda se mantém ativa com uma porcentagem de 53 % em relagdo a
atividade inicial. O interessante é que para todas as quitinases na temperatura 6tima
ainda possuem um bom percentual de atividade apds 72 horas de incubacao.

A quitinase AsChtll-C4B1, produzida no nosso laboratério
anteriormente, mostrou ter uma estabilidade longa de 21 dias com atividade
variando entre 47 % e 67 % nesse periodo de incubacdo na temperaturas de 4 °C,
25°C, 30 °'C, 37 'C e 55 "C. Observou-se também que a enzima se manteve estavel
a 4 -C durante todo o periodo de incubagao (MICOCCI et al., 2023).

A temperatura 6tima das quitinases de Bombyx mori 45 'C e a da
Helicoverpa armigera 50 ‘C e em termos de termoestabilidade ambas as enzimas
tiveram suas atividades enzimaticas testadas a 4 .C e 30 'C. As quitinases
apresentaram estabilidade a 4 'C, porem a quitinase de H. armigera foi mais
termoestavel que a quitinase de B. mori.(ZHANG et al., 2011). A quitinase de inseto
pertencente ao subgrupo | de Ostrinia furnacalis, teve a temperatura 6tima de 40-C,
e a enzima apresentou estabilidade térmica moderada, com perda rapida de

atividade em temperaturas acima de 40 -C (WU et al.,2013).

FIGURA 5.14 - Efeito da temperatura na (A) atividade enzimatica das proteinas e

(B) estabilidade térmica.
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A TABELA 5.1 mostra as carateristicas de cada enzima, incluindo a atividade
especifica, avaliada nas melhores condicbes de pH e temperatura tendo como
substrato a a-quitina coloidal. A atividade especifica foi definida como a quantidade

de enzima necessaria para liberar 1umol de GIcNAc/min.

Quitinase pH T (°C) GlcNAc Massa molar Atividade
6timo 6tima formado calculada (nmol)
(kDa)

AsChtll-C3C4 4,0 50 267 nmol 91,1 88
AsChtll-C2B3 5,0 55 250 nmol 85,5 52
AsChtll-C5B1 5,0 50 350 nmol 61,7 68
AsChtll-C4B1 5,0 55 530 nmol 57,8 22
(MICOCCI et.

al, 2023)
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5.8 Atividade antifungica in vitro das quitinases recombinantes

Os fungos infectam bilhdes de pessoas todos os anos e as taxas de
mortalidade sao altas e doengas causadas por fungos matam tanto quanto a
tuberculose ou a malaria (BRUNKE e HUBE, 2013). Além da patogenicidade em
humanos, fungos tem sido um sério problema também na agricultura, onde atacam
e produzem doencgas que inviabilizam o comércio de frutas, por exemplo, e levando
até mesmo a morte da planta.

Neste trabalho, foi avaliada a atividade fungicida das trés enzimas em
trés diferentes fungos/levedura: Candida albicans, Aspergilus fumigatus (estudos
realizados em colaboragdo com o Prof Dr. Iran Malavazzi, do DGE da UFSCar) e

Lasiodiplodia theobromae no nosso laboratério.

5.9 Ensaios de inibicao do crescimento de Candida albicans

A C. albicans € um dos fungos patdégenos humano mais prevalente,
causando candidiase superficial da mucosa e infecgdes invasivas. Em
circunstancias normais, C. albicans vive como um comensal nas superficies
mucosas humanas, mas pode mudar para um estilo de vida patogénico apds a
adesdo e supercrescimento fungico, seguido de invasdo tecidual e infecgédo da
mucosa (HOFS et al ., 2016). Essas caracteristicas permitem que as hifas penetrem
nos tecidos epiteliais, danifiquem as células endoteliais e provoquem uma resposta
inflamatdria, tornando a morfogénese das hifas crucial para a viruléncia de C.
albicans (GOW et al., 2012).

Para investigar a acgdo antifungica das quitinases contra o fungo
patogénico in vitro, ensaios de inibigdo foram realizados e cerca de 2.5 x 10*
conidios C. albicans foram cultivados em 200 yL de meio minimo (glicose 1% (v/v),
1 x sais de contendo nitrato e 1 x oligoelementos, pH 6,5), que foram
suplementadas com concentragbes variaveis das quitinases parcialmente
purificadas, chamadas aqui de extrato enzimatico, EE (150, 100 e 50 ug/mL).

O crescimento da cultura foi quantificado apés 48 h a 37 'C de

incubagao na presenca das quitinases recombinantes. A inibicdo do crescimento do
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fungo foi medida por densidade dética em placa de 96 pogos, na presenga e na
auséncia de um indutor de estresse da parece celular do fungo, o calcofluor- CFW
(50 ug/mL). O CFW liga se a quitina na parede celular, interrompendo a integridade
da parede celular implicando num mecanismo de inibicao diferente dos antifungicos
atualmente disponiveis (KINGSBURG et al., 2012).

O controle P.pastoris KM71H transformado com pPICZaA vazio foi
testado nas mesmas condigdes e os valores obtidos para cada diluicao foram
subtraidos dos valores obtidos para as quitinases. Os resultados apresentados
foram obtidos da média da quadruplicata para cada amostra, acrescentados dos
seus desvios padrao.

As (Figuras 5.15, 5.16 e 5.17) mostram os resultados dos
experimentos realizados para as enzimas AsChtll-C5B1, AsChtll-C2B3 e AsChtll-
C3C4, respectivamente.

A AsChtll-C5B1 interferiu no crescimento de C.albicans de forma dose
dependéncia, sendo que na maior concentragao testada, a 150 ug/mL, apresentou
87,6 % de inibigdo do crescimento do patdégeno (Figura 5.15). Quando testada nesta
mesma concentragao juntamente com o CFW a 50 ug/mL a inibigdo aumenta para
95,2%, Figura 5.15. Em menores concentragdes, a enzima teve pouca interferéncia
no crescimento da C. Candida.

Um comportamento compartilhado pelas enzimas AsChtll-C2B3 e
AsChtll-C3C4 (Figuras 5.16 e 5.17) é que a maior inibicdo foi na menor
concentracao testada (50 ug/mL), e que na concentragcdo de 100 ug/mL a inibicao
diminui e depois aumenta, a 150 ug/mL. A AsChtll-C2B3 inibiu 61 % o crescimento
da C. Candida na menor concentracédo testada, 50 ug/mL (Figura 5.16). Quando
testada nesta concentragdo na presenca de CFW (50 ug/mL) a inibicdo aumenta
para 74,7 %. A AsChtll-C3C4 foi a enzima que apresentou menor inibicado da C.
Candida, chegando a 54,5 % a 50 ug/mL e diminuindo para 45,8 % quando na
presenca 50 ug/mL de CFW.

FIGURA 5.15 — Interferéncia da AsChtll-C5B1 no crescimento de C. albicans na

presenca e auséncia de CFW.
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AsChtll-C5B1
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Fonte: Elaborada pela autora utilizando o Origin Pro.

FIGURA 5.16 — Interferéncia da AsChtll-C2B3 no crescimento de C. albicans na
presencga e auséncia de CFW.
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FIGURA 5.17 — Interferéncia da AsChtlI-C3C4 no crescimento de C. albicans na
presencga e auséncia de CFW.
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Para uma melhor comparacao entre as atividades das 3 enzimas, os
resultados obtidos na condi¢ao de melhor atividade de cada uma das enzimas foram
plotados, (Figura 5.18). A enzima com maior atividade inibitéria de crescimento de
C. albicans foi a AsChtll-C5B1 a que apresentou maior inibicédo (87,6 %), mas foi na
maior concentracdo testada (150 ug/mL). A maior capacidade de inibicdo das
enzimas AsChtll-C2B3 e AsChtll-C3C4 foi na menor concentracdo testada, 50
ug/mL, e foi de 61 e 54,5 %, respectivamente. A 50 ug/mL a enzima AsChtlI-C5B1

pouco inibiu o crescimento de Candida.

FIGURA 5.18 — Melhores resultados de interferéncia das trés enzimas no

crescimento de C. albicans.
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N&o é uma tarefa muito simples relacionar as atividades inibitorias

entre as enzimas, uma vez que elas sdo constituidas por dominios cataliticos que
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nao apresentam alta identidade sequencial e, além disso, uma delas tem 2 dominios
cataliticos e nenhum CBM (AsChtll-C3C4).

Alinhamentos entre os dominios cataliticos das 3 enzimas foram
realizados, (Figura 5.20). Vale lembrar que a enzima AsChtll-C3C4 apresenta 2
dominios cataliticos, chamados de C3 e C4, e nenhum CBM. E interessante verificar
que, a despeito da presenca dos aminoacidos descritos como conservados nas
quitinases da classe Il em todos os dominios cataliticos analisados, a identidade
sequencial dos dominios ndo é alta, como pode ser observado no quadro abaixo
(Figura 5.19). Cada coluna do quadro mostra a identidade entre as sequencias
analisadas. Assim, o dominio catalitico C2 da enzima AsChtll-C2B3 compartilha
aproximadamente 36% de identidade com o dominio C5 da AsChtll-C5B1 e 43%
com o C3 e 45% com C4 da AsChtll-C3C4. Ou seja, os dominios cataliticos ndo sé&o
muito parecidos em relag&o a sua estrutura primaria, sendo a maior identidade entre

os dominios esta entre os C3 e C4, da AsChtll-C3C4, que é aproximadamente 69%.

Uma baixa identidade sequencial entre os dominios cataliticos C2 de
AsChtll-C2B3 e C3 e C4 de AsChtll-C3C4 (~45% de identidade) ndo impediu que as
duas enzimas tivessem uma inibicdo de C. Candida semelhante de 61 e 54,5 %,
respectivamente. E, de forma, interessante, a presenga de 2 dominios cataliticos na
enzima AsChtll-C3C4 ndao aumentou essa atividade, pelo contrario, diminuiu. Além
disso, a presenca de 3 dominios de ligagdo a quitina (CBM) na enzima AsChtll-

C2B3 parece nao ter contribuido para melhoria da atividade de inibicdo da mesma.

Comparando a agao das quitinases frente ao fungo individualmente e
no melhor resultado obtido de cada uma delas, de acordo com a dose utilizada nos
experimentos, a quitinase AsChtll-C2B3 inibiu em 61% o crescimento do fungo.
Essa quitinase possui 1 CAT na regido N terminal e 3 CBM na regido C terminal que
sdo dominios de ligacao a quitina. Os CBMs podem aumentar a acessibilidade da
enzima induzindo a mudanga conformacional do substrato, de modo a posicionar o
substrato mais préximo do dominio catalitico, no entanto essa caracteristica pode
ser melhor notada na quitinase AsChtll-C5B1, com apenas 1 CAT na regido C
terminal e 1 CBM na regidao N terminal com uma taxa de (87,6 %) de inibicdo do
fungo. Quando olhamos para a AsChtll-C3C4 (2 CAts), a porcentagem de inibigao
cai pra (54,5%). Os CATs C3 e C4 estao ligados por uma regido de linker flexivel,
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resultando em um posicionamento aleatério e alteravel dos CADs em relagdo ao

substrato

FIGURA 5.19 - Identidade sequencial entre os dominios cataliticos das enzimas

1: C2B3 100.00 36.01 43.28 4494
2: C5B1 36.01 100.00 48.84 47.11
3:C3C4_1 43.28 48.84 100.00 68.99
4:C3C4_2 4494 4711 68.99 100.00

FIGURA 5.20- Alinhamento entre os dominios cataliticos das 3.

C2B3 PRIACYMTSWALYRKGDGKFVPEHLDSNLCTDIIYAFAGLNPETLLIQPFDPWADIENNL 60
C5B1 KKIVCYYRIGLGRRASFGSFTPENIDGTLCTHIVYAFATLEKETFLLNIDDSDNVYSSFL 60
c3ca 1 YKVVCYFTNWAWYRRGIGRYLPEHIDHTLCTHIVYGFAVLDYSEMIIKAHDSWADFDNRF 60
c3ca_2 FKVICYFTNWAMYRQEGGRFVPEDIDPDLCTHVLYGFSVLDGSSLTMKSHDPWADIDNKF 60
.- ® - - % 'k'k'k- 'k'k * -
C2B3 YQRVTSI--KGSRILLALGGWTDSSGDKYSRLISSGVSR-RKFVIATMNFLKKHNFDGLS 117
C5B1 NKTAEIKKRNGLKVLLGLGGWNDSEDDKYSRLISSPQSTRKNFARYIVKIIEQYGFDGLN 120
c3ca_1 YERVVAYKKRGLKVL LALGGWNDSAGDKYSRLVNNPSSR- KKFINHTLQFIKKYDFDGLD 119
c3ca_2 VDRVAAFKAKGLKVLMALGGHNDSAGDKYSRLVNSPSAR- RKFITQLLLFIEKYDFEGLD 119
. . .* ::*: L2 & 53 ** I’****I’ . :::::.*.**.
C2B3 FEWSYPKCWQSDCKKGPDSDKPNFTKLMQELREEFNKQDPPLLLAAALSGYKEVIDKAYE 177
C5B1 LDWEFPVCWQGDCSRGPEEDRENFVEFLKDLSEALTSR- - 6LLLSIVVSANKIVIDRGYT 178
c3ca 1 MDWEYPVCWQVNCNKGPDSDKESFAALLRELSAEFKPK - - GLLLSAAVSPSKKVIDKGYD 177
c3ca_2 LDWEYPVCHQVDCNKGPESDKQSFAEL TKEL SDEFKPR - - GLLLSAAVSPSKRVIDAGYD 177
:'k 'k'k'k :* 'k'k 'k: _'k_ T Lo 'k'k'k _:'k X KE%k _'k
C2B3 V-HEISQIVDFMSVMTYDYHGSWESKLAHIAPLFSSS - DSKPYYNVNFTMNYLIGGLGAE 235
C5B1 HISLLTRYVNWIGVVAYDYHTGMGSE TGHVAPLYHHPDDISPFLNANFSVMYWIN - KGVP 237
c3ca_1 V- PSLAKYLDWIAVMAYDYHGQWDKRTGHVAPLYYHPDDEFYYFNANYSINYWIS - KGAP 235
c3ca_2 V-PTLSKYLDWISIMTYDFHGQWDKKTGHVAPLYSLPNDWEPTFNANFSIHYWIE - KGAN 235
I A * R R OK *,
C2B3 KSKLLVGIPLYGQSNRLSTASQA- -DLGDPTTGPGKPGSSLSPGGWGR - IMIFEKRLRHN 292
C5B1 AEMIVLGIPTYGSSFTLSEKSLNRPSFHVKADGPGEPGKFTKSAGFLAYHEICDNVKNDG 297
caca_1 PRSIVMGMPLYGQSFTINDPSSGN -GLNSP - ASAGNAGEFTRAAGFLSYYEICDRILNRG 293
c3ca_2 PKKLIHGVPLYGQSFSLAERN?H--GLNAPTYGGGEAGEATRARGFLSYYEICERTLKKG 293
- ***** -
C2B3 WKV------ GIGPSAHFEDEWVGYEDRESVYARGKYITEYGYGGATMWTIDLD 339
C5B1 WSVTKDSEGRMGPYASKRNQWVSYDDVSNVAKKAELIKKLNLGGGMIWSLDLD 350
c3ca_1 WTVVQDPEGRMGPYAYKGSQWVSFDDSEMIRRKAQFVRDMGLGGGMVWALDLD 346
c3ca_2 HTVVQDKERRIGPYAYKGDQH?SFDDAQQIKLKAELIKKLDLGGGHIWALDLD 346
**’* -

I‘I‘ - - ***

FONTE: Prépria



72

5.10 Ensaios de inibicao do crescimento de Aspergillus fumigatus

Outro modelo escolhido para ensaios de atividade fungicida foi o A.
fumigatus, (wild type), que é um fungo saprofitico encontrado no solo. Ele cresce em
vegetacao decadente de latitudes subtropicais e temperadas quentes. A reproducao
assexuada e sexuada produz conidios hidrofébicos e ascdsporos, podendo atingir
os alvéolos nos pulmdes. Ha mais de 200.000 infec¢gdes por aspergilose
documentadas com risco de vida humana anualmente e as infecgdes humanas
causadas pelo fungo podem variar de doengas alérgicas a aspergilose invasiva,
dependendo do estado imunoldgico do hospedeiro (WASSANO et al., 2020).

Neste trabalho, foi usado como controle positivo de atividade fungicida
o composto Amphotericin B e as enzimas estudadas foram testadas em diferentes
concentragbes (100, 50 e 25 ug/mL), assim como o controle negativo, para
avaliacéo da interferéncia no crescimento de culturas de Aspergilus.

Os melhores resultados de inibigdo para cada enzima estdo mostrados
na (Figura 5.21), onde se observa que a inibicdo do crescimento do fungo foi de
66,15 % com 50 ug/mL de AsChtll-C2B3, 60,1% com 25 ug/mL de AsChtll-C3C4 e
61% com 50 ug/mL de AsChtll-C5B1. A AsChtll-C2B3 teve um comportamento
semelhante "a AsChtll-C4B1 quando analisada a 50 ug/mL, apresentando 66,6% de
inibicdo (MICOCCI et al., 2023). De modo geral, as inibigdes do crescimento do
fungo pelas enzimas n&o tiveram uma grande diferenca, foi entre 60-66 %. No
entanto, chama a atencao a atividade da enzima AsChtlI-C3C4, que apresentou 61
% de inibicdo, porém foi com metade da concentragdo das demais (25 ug/mL). Esta
enzima nao apresenta o dominio de ligagao a quitina, CBM, que tem sido descrito
como importante para ancoragem da molécula a quitina para a agdo do dominio
catalitico. Os resultados mostram que, na enzima estudada, este fato nao
prevaleceu, ou seja, a enzima nao precisou do CBM para se aproximar da quitina
sOlida da parede celular do fungo, e os dois dominios cataliticos agiram
eficientemente.

O fungicida Amphotericin B (2 ug/mL) reduziu o crescimento do fungo

em torno de 84%.
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FIGURA 5.21 — Interferéncia no crescimento do fungo A. fumigatus pelas quitinases

recombinantes.
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Fonte: Elaborada pela autora utilizando o Origin Pro.

Um possivel sinergismo entre as quitinases também foi avaliado em A.
fumigatus. A concentracdo escolhida para realizagdo dos ensaios foi a menor

testada nos ensaios anteriores, de 25 ug/mL.
Foi nomeado de Mix 1 a solugdo contendo as 3 quitinases AsChtll-

C2B3 + C3C4 + C4B1), este interferiu no crescimento do A. fumigatus em torno
dede 45,31 %. O mix 2 composto por (C2B3 + C3C4 + C5B1) reduziu em 40,36 %.
O Mix 3 composto por (C2B3 + C4B1 + C5B1) interferiu no desenvolvimento do
fungo em 46,3 %. O Mix 4 composto (C2B3 + C4B1) interferiu 44,8 %. O Mix 5

composto por (C2B3 + C5B1) foi o que melhor atuou na redugao do crescimento do

patégeno com uma porcentagem de 56,23 % (Figura 5.22).
Esses experimentos mostram que misturas das enzimas nao foram

capazes de aumentar a atividade fungicida individual das mesmas.
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FIGURA 5.22 — Interferéncia no crescimento do fungo A. fumigatus na presenca da

combinagao entre as quitinases recombinantes.
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Fonte: Elaborada pela autora utilizando o Origin Pro.

As quitinases podem apresentar diferentes atividades em diferentes
fungos, devido a microestrutura da superficie e a proporgdo de quitina na parede
celular do fungo. A maioria dos patdgenos fungicos tem quitina como componente
dominante dentro de sua parede celular, que varia na faixa de 5 a 27% em massa
seca encontrada principalmente no ciclo da mitose das células fungicas e na ponta
da hifa em crescimento (BAI et al., 2022). Porém, a composi¢cao da parede celular
dos fungos varia e a resposta a exposicdo do fungo as quitinases podem ser

diferentes, o que torna dificil uma padronizagdo dos ensaios frente as quitinases

candidatas a fungicidas.
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A droga Caspofungin € um antifungico usado contra a aspergilose
pulmonar invasiva, doenga grave causada pelo fungo A. fumigatus que acomete
individuos imunossuprimidos. Esta droga atua de forma n&o competitiva inibindo a
sintase da b-1,3-glucana, enzima necessaria para a biossintese de b-1,3-glucano,
um carboidrato primario da parede celular fungica. Em concentragdes maiores, o
caspofugin induz um fendtipo de tolerdncia com restabelecimento parcial do
crescimento fungico denominado efeito paradoxal, decorrente de uma alteragao na
composi¢cao da parede celular. Essa remodelacdo acontece devido a ativacédo de
genes especificos no fungo que remodelam a parede celular apés a exposi¢céo a
droga. A superproducado de quitina, por exemplo, estabiliza a parede celular nos
estagios iniciais da exposicdo a droga, no entanto, esse aumento por si s6 néo
confere resisténcia a droga (RIES et al., 2017; COLABARDINI et al., 2022; PERLIN,
2015).

5.11 Ensaios de inibicao do crescimento de Lasiodiplodia

theobromae

Com ampla distribuicdo geografica, L. theobromae afeta varias
culturas economicamente importantes causando reducdo da qualidade e a
quantidade de commodities agricolas. E o causador da gomose fungica do péssego
(substancia pegajosa que escorre da infecgdo) € uma das doengas mais comuns e
destrutivas e restringe severamente o crescimento e a produgado de pomares de
péssego em todo o sul da China, Estados Unidos e Japao (MENG et al., 2022).
Estudos mostram que o fungo L. theobromae como o patégeno causador da queima
das folhas, cancer do caule e da podriddo dos frutos de Theobroma cacao na
Malasia (HUDA-SHAKIRAH et al., 2022). No Brasil o L. theobromae é uma séria
ameaca as areas de cultivo de caju, causador da resinose e da podriddo-preta-da-
haste (CARDOSO et al, 2009). Imagens de microscopia demonstraram a
capacidade e a agressividade com que o fungo colonizar os vasos, raios e células
do parénquima, levando ao rompimento das paredes celulares nos cajueiros,
(MUNIZ et al., 2011).

Em humanos a infecgéo pelo L. theobromae é incomum, mas tem sido
associada a manifestagdes clinicas como onicomicose (infecgao fungica das unhas),

Ulceras de coérnea e feohifomicose (micose) relatado em pacientes com
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imunodeficiéncia e um caso mais recente foi relatado de um paciente diabético que
apresentou sintomas da rinossinusite, doenga causada pelo L.theobromae
(MAURYA et al., 2023; SAHA et al., 2012).

Neste trabalho, os experimentos de verificagdo da interferéncia no
crescimento do fungo L. theobromae, foram desenvolvidos com a enzima AsChtll-
C2B3.

O fungo foi cultivado em placa de Petri, foi retirado uma amostra
micelial com tamanho de 8 mm e colocado em 10 mL do meio liquido BD. O meio de
cultura foi incubado a 28 °C sob agitagdo por 72 horas. Em seguida a quitinase
purificada AsChtll-C2B3 (coluna Ni-NTA) (0,71 mg/mL) foi adicionada ao meio e a
cultura permaneceu por mais 72 horas. Apds as 72 horas notou se que o meio no
qual o fungo cresceu continua sélidos em suspenséo, que poderiam ser pedacos de
hifas, e que o centro micelial do fungo estava com o seu tamanho reduzido, Figura
5.23 - C. A acao da quitinase AsChtll-C2B3 foi comparado com o fungicida
comercial Anphotericin B (2 pg/mL), Figura 5.23.

FIGURA 5.23 - Crescimento do fungo L. theobromae A e B L. theobromae tratado
com Amphotericin e C - Crescimento do fungo L. theobromae na presenca da
enzima AsChtll-C2B3.

Fonte: Prépria

Amostra do meio de cultura contendo as hifas digeridas foram
plagueadas em meio BDA por 72 horas para analisar a viabilidade do fungo. A placa

permaneceu por 72 horas a 28 graus e nao houve crescimento do fungo na amostra
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testada. Estes experimentos mostram que as hifas ndo estavam viaveis, quando o
fungo foi tratado coma enzima (Anexo).

Para obter mais informagdes sobre o que poderia ter acontecido com o
fungo na presenga da enzima, amostras do meio de cultura foram analisadas por
MEV, (Figura 5.24). Em A: Hifas sem tratamento apresenta uma rede densa de
estruturas tubulares longas. B: Hifas na presengca do tampdao utilizado. C: Hifas
tratadas com o fungicida comercial. D: Hifas tratadas com a quitinase AsChtll-C2B3,
onde se observa estruturas enrugadas e achatadas. As imagens de E-F: séo
Imagens mais aproximadas que mostram buracos ao longo das paredes tubulares
das hifas e hifas digeridas. As imagens de G-H sdo amostras das hifas retiradas do
meio de cultura. Essas imagens mostram pequeninos tubos se assemelhando a

hifas digeridas.

FIGURA 5.24- Morfologia das hifas do fungo L. theobromae capturadas por MEV.

SR T PP

-l\'... ‘

Fonte: Prépria
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Devido as quitinases estarem envolvidas no processo de lise da
quitina contida na parede celular fungica, essas enzimas vém ganhando a atencgao,
gerando um grande esfor¢co direcionado para a purificagcdo e caracterizagao.
Quitinases de varias fontes tém sido descritas como agentes eficazes contra varios
fungos patogénicos.

Observagdes como obstru¢cdo da germinagao de esporos, interferéncia
no alongamento do tubo germinativo, inflagdo e distorcbes da hifa ja foram
observadas em fungos sob a agao de quitinase de planta (TAKASHIMA et al., 2021),
de bactéria (LIU et al., 2019), de fungo (HONG et al., 2017) e de inseto (LIU et al.,
2020; ZHANG et al., 2011).

As quitinases tém sido também utilizadas como suplemento a
fungicidas e inseticidas ja conhecidos, ndo sé para torna-los mais potente, mas
também para minimizar a concentragcdo destes produtos quimicos que sao
prejudiciais tanto para a saude quanto para o meio ambiente (NAGPURE et al.,
2013) e esse efeito sinérgico mostrou ser eficiente na inibigdo da germinacéo de
conidios do fungo patogénico de planta (HUANG; CHEN, 2008). Um estudo do
efeito sinérgico entre quitinase e a b-1,3-glucanase mostrou ser eficiente suprimindo
o crescimento micelial dos fungos estudados (ARORA et al., 2007).

Com o intuito de estudar um possivel mecanismo para a degradagao
coordenada da quitina utilizando como substrato a a-quitina insoluvel, uma
quitinases Chtll (subgrupo Il), Chtl (subgrupo 1) e Chi-h (subgrupo h) ambas
quitinases de inseto tiveram o efeito sinérgico entre elas avaliado e como resultado
foi detectado mais agucar redutor do que a soma do agucar redutor gerado pelo

enzimas individuais (QU et al., 2021)
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO - PARTE Il

6.1 Agcao da enzima AsChtll-C4B1 sobre diferentes tipos de quitina

Devido as diferencas nas fontes de obtencédo e também estruturais de
a-quitina e B-quitina foi realizado estudo da atividade da AsChtll-C4B1 nestes
compostos, por diferentes abordagens. Inicialmente foram desenvolvidas reagdes
nas condi¢coes previamente estabelecidas e descritas nos itens 4.1 e 4.2 e o produto
da reacdo, N-acetil-glucosamina (GIcNAc), foi analisado através da técnica de
ressonancia magnética nuclear (RMN 'H) (Figura 6.1).

Em comparacdo com o método HPLC, a espectroscopia RMN 'H é
simples e rapida e pode ser usado para a analise de produtos hidrolisados de
quitina com analise em tempo real, e para quantificar o conteudo de produtos
usando padrdes internos sem o uso de curvas de calibracdo. Este método tem sido

usado para avaliar rapidamente a atividade de quitinases (LIU et al., 2011).

FIGURA 6.1 — Espectros de RMN "H das amostras da reagao da AsChtll-C4B1sobre

a-quitina e B-quitina coloidal.
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Fonte: Propria.
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A estrutura quimica do composto N-acetilglicosamina, esta
apresentada na (Figura 6.2) e na Tabela 6.1 estdo as atribuicbes dos sinais nos
espectros de RMN de 'H via correlagdo homonuclear COSY 'H — 'H 2D em
H,0O/D,0 para o N-acetil- glucosamina. Deslocamento quimico (ppm), constantes de

acoplamento (Hz), multiplicidade.

FIGURA 6.2 — Estrutura quimica N-acetilglicosamina.

Fonte: Prépria.

TABELA 6.1. Atribuicdes dos sinais nos espectros de RMN de 'H.

No. H

1’ 3.88 (m)

2 5.19d (2.8 Hz)
3 3.40 - 3.95 (m)
4 3.40 - 3.59 (m)
5 3.40 — 3.95 (m)
6 3.40 - 3.95 (m)
NH 8.09 d (8.0 Hz)
7’ -

8 2.03s

Fonte: Prépria

O produto gerado da reacado, N-acetilglicosamina, foi atribuido de

acordo com os picos em destaque nos espectros de RMN 'H. Ambos os espectros
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foram registrados em condigdes similares, cujas concentragdes determinadas foram
2,64 mmol L' e 2,16 mmol L para a-quitina e B-quitina, respectivamente. A
concentracao do composto N-acetilglicosamina nas reagdes foi determinada a partir
do sinal do padrao interno.

Para estudar a atividade da enzima sobre substratos sélidos e também
avaliar a interferéncia do tamanho das particulas das quitinas na atividade da
enzima, diferentes amostras destes compostos foram estudadas: BQ125 (B-quitina
didmetro < 125 mm), BQ425 (B-quitina com d > 0,425 mm) e AQ (a-quitina sdlida).
Assim, as reagdes foram desenvolvidas com os substratos soélidos e o meio
reacional foi avaliado através da técnica de viscosimetria capilar.

E possivel notar (Tabela 6.2) que houve despolimerizacdo dos
substratos solidos apds reacdo enzimatica (agora chamados de BQ125SE,
BQ425SE e AQSE), pois os resultados de viscosidade intrinseca [n] e das massas

moleculares médias viscosimétricas M, obtidos foram menores que os dos

substratos sélidos nao tratados pela enzima AsChtll-C4B1 (BQ125, BQ425 e AQ-
Quitina).
Além disso, esses resultados indicam que a atuacédo da enzima ocorre

de maneira diferente para cada amostra: ha uma redugéo de M, cerca de 4x para a

amostra BQ125SE e 2x para BQ425SE apds o tratamento enzimatico. Isso
possivelmente ocorreu devido a amostra BQ125 é formada por granulos menores
(ou seja, maior area superficial disponivel), favorecendo a interagdo entre a
superficie dessa amostra com a enzima. Por outro lado, a amostra a-Quitina tratada

com a enzima (AQSE) teve reducao de cerca de 12x na sua M, indicando maior

afinidade da enzima com esta forma polimorfa da quitina, corroborando os
resultados obtidos na analise de N-acetilglucosamina liberado em solugéo.
Pelos resultados de RMN 'C, foram calculados o grau médio de

acetilacdo A das amostras antes e apos o tratamento enzimatico. De acordo com

os resultados obtidos em relagdo aos substratos sélidos estudados anteriormente
sem o tratamento da enzima por (FACCHINATTO et al., 2021), os resultados dos
substratos sélidos tratados com a enzima demonstraram que nao houve alteracio

significativa no A apesar dos valores serem > 95 (%), e que o tratamento

enzimatico na substrato solido promoveu a ruptura nas ligagbes glicosidicas,
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levando a despolimerizacdo refletindo na reducdo da massa molecular

viscosimétrica media.

TABELA 6.2. Resultados de viscosimetria capilar para o meio reacional da enzima

frente as diferentes quitinas.

Amostra [n] (mL.mg™) M. (9 mol”) (x10°) GP, GA (%)
BQ 125 3,30 £ 0,22 996000 £ 92000 6187 + 581 94,3 + 4,35
BQ125SE 1,28 £ 0,02 253000 £ 5100 1465 £ 198 >95
BQ425 5,06 £ 0,74 1860000 + 390000 11546 + 2400 90,3 £ 3,74
BQ425SE 3,03 £ 0,07 876000 + 30000 4319 £ 148 >95
AQ 3,18 £ 0,18 943000 + 76500 5858 + 474 95,4 + 5,28
AQ SE 0,57 £ 0,04 79300 £ 7800 492 + 48 >95

Fonte: Prépria

Dando continuidade aos estudos da atividade da enzima sobre os
diferentes tipos de quitina, foram desenvolvidos experimentos de analise destes
compostos antes e apds a reagdo enzimatica através da técnica de RMN '*C no
estado sélido. E possivel observar semelhangas entre os espectros de (BQ425,
BQ125) antes e apds o tratamento enzimatico (BQ425SE e BQ125SE) (Figuras 6.4
e 6.5). Os sinais C5 e C3 sdo sobrepostos em um unico sinal a 77 ppm para o

polimorfo B-quitina sugerindo cadeias menos ordenadas.

Estes experimentos também foram feitos com as B-quitinas 125 e 425
pré-tratadas com &cido para formacdo da quitina coloidal chamadas aqui de
(BQ425CE e BQ125CE), observando-se algumas diferengas. A principal delas
consiste no desdobramento do pico em = 75 ppm, referente aos sinais dos carbonos
C3 e C5. Tipicamente, para amostras de B-quitina, estes sinais sao observados
como um unico pico, a0 passo que para a a-quitina, as ligagbes de hidrogénio
intermoleculares conferem ambientes quimicos diferentes a esses carbonos,
levando a deslocamentos dos sinais do carbono C3. Com isso, ha diferenciacao
entre esses sinais, que podem ser observada por RMN (ABDELMALEK et al., 2017;
FOCHER et al., 1992).
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Este efeito € observado nitidamente nos espectros das amostras
tratadas quimicamente, indicando a possibilidade de que este tratamento promove
alteracdo nas disposi¢cdes das cadeias poliméricas de beta-quitina, principalmente
na superficie. O tratamento utilizando solugdes acida forte no substrato B-quitina é
irreversivel, no entanto, apds a remog¢ao do acido, novos cristais de a-quitina sao
formados, aumentando a sua cristalinidade (CARDOZO et al., 2019; ZENG et al.,
2012). E valido destacar que estes espectros estdo muito similares aos da a-quitina
comercial, QSigma. Os espectros de a-quitina consistem em oito atomos de carbono
bem definidas. Os dois picos para C5 e C3 indicam uma maior homogeneidade
estrutural, explicada pelo arranjo antiparalelo das cadeias de a-quitina (CARDOZO
et al., 2019).

FIGURA 6.3 - Espectros de RMN "°C para as amostras de BQ425.
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Fonte: Prépria

FIGURA 6.4 - Espectros de RMN de "*C para as amostras BQ125.
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FIGURA 6.5 - Espectros de RMN de *C para as amostras QSigma.
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Com o objetivo de uma melhor caracterizagdo dos substratos apos a
acao da enzima, foi feito um estudo por difracdo de raios-X destas amostras. Os
padroes de difracdo de raios X (DRX) para as amostras BQ425, BQ125 e QSigma

estdo representados nas Figuras 6.6, 6.7 e 6.8. Novamente, para as amostras de -



85

quitina, sdo encontradas similaridades nos difratogramas das amostras originais e
tratadas enzimaticamente.

Para as amostras tradadas com HCI, é possivel observar mais ruidos
e picos menos definidos, indicando mudancga significativa nos padrdes de difragédo
tipicos das amostras. Este mesmo efeito € observado para as amostras de a-quitina
(QSigma), na figura abaixo. E importante destacar que tratamentos &cidos tém
impacto na cristalinidade das amostras, visto que as ligagbes glicosidicas sao
facilmente atacadas por hidrolise acida, levando a despolimerizagdo e subsequente

remogao de fases amorfas.

FIGURA 6.6 - Padrdes de difracdo de raios X par as amostras BQ125.
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Fonte: Propria

FIGURA 6.7 - Padrbes de difracao de raios X para as amostras BQ425.
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FIGURA 6.8 - Padrdes de difracdo de raios X para as amostras QSigma.
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Os indices de cristalinidade ICrprx foram calculados através do

método descrito por Osorio Madrazo e colaboradores (2010). Além disso, os
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tamanhos dos dominios cristalograficos em relagao aos planos (020) e (200) foram
calculados utilizando a equacao de Scherrer (5), e estdo mostrados na Tabela 6.3.
Os valores de ICrprx € ICrcp Nndo séo coincidentes, pois os primeiros tratam de
interacdes de maior distancia, consequentemente mais afetadas pela reacdo de
acidolise, enquanto os ultimos refletem interagbes de curto alcance. No entanto, é
interessante destacar que ICrprx das amostras tratadas enzimaticamente (BQ425SE
e BQ125SE) é maior quando comparado com o das demais amostras, indicando
maior atividade das enzimas em regides mais amorfas.

Para as amostras de QSigma, os resultados de ICr obtidos reforgam a
hipotese de degradacgéo parcial das amostras, visto que ha queda de cristalinidade
em todos os casos CT (o-quitina coloidal a temperatura de 25 °C ) CT 55 (a-quitina
coloidal a temperatura de 55 °C) ambas sem tratamento enzimatico e Cenz (a-
quitina coloidal tratado com a enzima). Embora os espectros de RMN indiquem um
perfil tipico de a-quitina, € necessario averiguar a extensdao da despolimerizagao

promovida pelo tratamento acido.

TABELA 6.3. Resultados de cristalinidade obtidos por RMN e DRX.

Amostra ICrprx (%) ICrcp (%) Lo2o (nm) L2go (nm)
C4 C6 Média
BQ425 71,2 85,6 82,1 83,8 4,70 3,43
BQ425SE 66,4 84,7 66,7 79,0 4,30 3,80
BQ125 61,1 81,9 79,5 80,7 4,67 3,19
BQ125SE 61,0 854 67,2 76,3 5,92 3,79
QSigma 58,8 86,0 855 85,7 8,02 6,03
QCT25 41,9 75,4 81,8 78,6 4,52 5,01
QCT55 43,8 71,4 811 76,3 5,16 5,18
QCenz 42,7 724 77,8 75,1 7,2 5,11

Fonte: Prépria

As amostras obtidas no item 4.1 foram liofilizadas e submetidas a
analise de microscopia eletrénica de varredura (MEV/FEG). As particulas de a-

quitina e B-quitina resultantes apds a acao enzimatica foram preparadas em porta
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amostras (stubs) e recobertas com uma camada de ouro e/ou platina. As técnicas
permitem analisar as possiveis alteragdes morfoldgicas nos substratos em escalas
manometricas.

Imagens obtidas por MEV e/lou FEG indicaram modificagbes
provocadas pela agdo da AsChtll-C4B1 (Figuras 6.9 e 6.10). Nos substratos
coloidais tratados com a enzima (Figura 6.9 A* e Figura 6.10 A* e C*) foi observado
que o material gerado apresenta porosidade e microfibrilas de quitina sendo
liberados do meio compacto do substrato.

Nos substratos solido (Figura 6.9 B* e Figura 6.10 B**) também ha
formagdo de porosidade e a presenga de buracos na superficie morfoldégica dos
substratos analisados. Os substratos coloidais (Figura 6.9 A e Figura 6.10 A) como
os solidos (Figura 6.9 B e Figura 6.10 B) apresentam estruturas mais compactas
quando comparadas com os substratos tratados com a enzima (Figura 6.9 A* e
Figura 6.10 B*). Nesse experimento o substrato a-quitina sélido nao foi analisado,
apenas o substrato coloidal. Na Figura 6.9 ilustra - A - B-quitina (d < 125 mm) —
Imagem geral do substrato coloidal. A* Substrato coloidal tratado com a enzima e
A** - Imagem ampliada. B — B-quitina (d< 125 mm) — Imagem geral do substrato
solido. B* - Substrato sélido tratado com a enzima. B** - Imagem ampliada. E na
Figura 6.10 - A - B-quitina (d > 425 mm) — Imagem geral do Substrato coloidal. A*
Substrato coloidal tratado com a enzima, fibras de quitinas liberadas e A** - Imagem
ampliada da fibra. B — B-quitina (d > 425 mm) estado solido ndo tratado — B* -
Substrato tratado pela enzima, fibras liberadas do meio compacto e B** - Imagem
ampliada. C - a-quitina coloidal - C* — Fibras de quitina liberadas e C** - Imagem

ampliada.
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FIGURA 6.9 — Microscopia eletronica de varredura (MEV) da BQ125.

B-quitina

Fonte elaborada pela autora. Imagens capturadas por MEV.

FIGURA 6.10 — Microscopia eletrénica de varredura (FEG) da BQ425 e AQ coloidal.

Fonte elaborada pela autora. Imagens capturadas por FEG.
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Um estudo da agédo enzimatica em relagdo ao substrato foi analisado
com o intuito de verificar a atividade hidrolitica e afinidade da enzima em relagao ao
substrato estudado. Para isso a porcentagem relativa de proteina ligada aos
substratos B-quitina, a-quitina coloidal e B-quitina e a-quitina solida variando o
tempo de incubacgado (1 a 72 horas) a 55°C foi avaliado, sendo a proteina livre em
solucdo medida pelo método Bradford (CHEN et al., 2018).

A AsChtll-C4B1 parece ter mais afinidade pelo substrato B-quitina
solida dada a porcentagem de apenas 34% de enzima em solugéo apos 1 hora de
incubagdo quando comparado com a a-quitina solida. Esse substrato possui a
estrutura mais enfraquecida quando comparada com o substrato a-quitina solida.
Em ambas as estruturas cristalinas estudadas as cadeias de quitina séao
organizadas em folhas, e as folhas sao fortemente mantidas por varias ligagdes de
hidrogénio. Algumas ligagbes de hidrogénio entre as folhas ocorrem ao longo da
célula unitaria na a-quitina, mas nenhuma ligagcdo de hidrogénio entre as folhas
ocorre para a B-quitina. A B-quitina possui as interacbes de ligagdo hidrogénio
reduzida em comparagao com a a-quitina, formando fibrilas mais macias que sao
mais suscetiveis a hidrolise em geral (ZENG et al., 2012).

Entre os substratos coloidais a B-quitina mostrou ser mais acessivel a
hidrolise, com apenas 1 hora de incubagdo 37 % de enzima se encontrava em
solugdo sugerindo mais disponibilidades de ligagdes glicosidicas presente no
substrato [-quitina quando comparado com o substrato a-quitina coloidal, com 48 %

de proteina presente em solugcado apds o mesmo periodo de incubacao.

FIGURA 6.11- Porcentagem de proteina ligada ao substrato - e a-quitina coloidal e

B- e a-quitina sdélida, variando o tempo de incubagao a 55°C.
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6.2 Avaliagao da atividade da enzima AsChtll-C4B1 no crescimento

do fungo L. theobromae

Em estudos prévios a enzima AsChtll-C4B1 mostrou atividade
fungicida frente ao fungo filamentoso Aspergilus fumigatus (MICOCCI et al., 2023) e
neste trabalho a enzima foi testada frente ao fungo L. theobromaeda. Como este
fungo tem o melhor crescimento a 28 ° C a atividade da enzima foi testada nesta
temperatura usando como substrato a-quitina coloidal variando o tempo de
incubacao (Figura 6.12)

A porcentagem relativa da atividade da enzima na presenga do
substrato aumenta com o periodo de incubacao e apds 48 horas de incubacao tem
se o plato.

A termoestabilidade da AsChtll-C4B1 na mesma temperatura teve
uma redugdo de 42 % de atividade ao longo de 72 horas, ou seja, uma boa

porcentagem da enzima permanece estavel apés o periodo de incubagao
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estabelecido. Ensaios com enzima a 25 ° C, 30 ° C e 37 ° C por 48 horas manteve
cerca de 50% de sua atividade, proxima da atividade calculada para este ensaio
enzimatico (MICOCCI et al., 2023).

FIGURA 6.12 - Efeito da temperatura a 28 °© C da AsChtll-C4B1 frente ao substrato
a-quitina coloidal variando o tempo de incubacao e a estabilidade térmica da enzima

na mesma temperatura.
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Fonte: Prépria feita OriginPro

Para avaliar a atividade antifungica da enzima uma primeira analise foi
realizada em placa contra o fungo L. theobromae. Na primeira analise, mesmo
variando a concentragdo da enzima, nao foi possivel observar alguma inibigao
significativa do crescimento do micélio sendo que um dos motivos pode ser que a
enzima perca a atividade em meio solido (Figura 6.13A). Teste posterior foi
realizado aumentando ainda mais a concentragdo da enzima 0,77 mg/mL, mas sem
resultado significativo para inibicdo do crescimento do fungo (Figura 6.13B). Nestes
experimentos foram usados como controles negativos o sobrenadante do meio de
cultura obtido de uma linhagem de P. pastoris transformada com o vetor pPICZa
vazio e o tampao fosfato. Na Figura 6.13 ilustra o crescimento do fungo, variando a
concentracao da enzima, A: 1 - controle (KM71H contendo pPICZa vazio), 2 - 0,166
mg/mL, 3 - 0,332 mg/mL, 4 - 0,496 pg/mL. Crescimento do fungo, B: 1 - Controle
fosfato de sédio, 2 - AsChtll-C4B1 0, 770 mg/mL
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FIGURA 6.13 Avaliacdo da atividade da enzima no crescimento do fungo L.

theobromae em meio sélido.

Fonte: Elaborada pela autora.

Foi testada, entdo, a acdo da quitinase purificada (coluna Ni-NTA)
(0,770 mg/mL) no crescimento do fungo em meio liquido. Para isto, o0 meio de
cultura foi mantido sob agitagdo a 150 RPM a 28°C por 72 horas. Apds este periodo,
observou-se turbidez nos meios de cultura e a densidade ética foi lida a 600 nm. No
frasco onde houve crescimento somente do fungo ou ao que foi adicionado tampéao
(como controle) a absorbancia lida foi zero. No meio de cultura onde foi adicionada
a enzima a absorbancia foi 0.458. Estas amostras foram visualizadas em
Microscopio Otico (Figura 6.14), onde observou se estruturas maiores e diferentes
no meio liquido quando comparado com o meio sem tratamento com a enzima,
sugerindo que o conteudo poderia ser hifas do fungo digeridas.

As hifas do fungo sob a acdo da enzima e na auséncia da enzima
foram secas e pesadas, observando-se uma perda de peso do micélio apdés o
tratamento com a quitinase, conforme ilustrado na (Figura 6.15). Nas primeiras 24

horas houve uma reducao de cerca 20,5 % da massa do micélio, apds 48 horas a
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reducao foi de 48.15% e apds 72 horas a reducéo foi de 61.3% em comparagao

com a biomassa seca do fungo sem tratamento.

FIGURA 6.14 - Avaliagao da atividade da AsChtll-C4B1 no crescimento do fungo em

meio liquido.

Crescimento do fungo em Crescimento em liquido do

melo liquida do fungo acrescido fungo acrescido de AsChtil-

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 6.15 — Avaliacdo da massa dos micélios do fungo apés agédo da enzima.
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Devido aos resultados interessantes de perda de massa dos micélios
do fungo tratado com a enzima e das imagens de Microscopia Otica, outros
experimentos foram desenvolvidos para tentar mais informagdes sobre a agao da
enzima no crescimento do fungo.

Assim, do fungo cultivado em placa Petri conforme descrito
anteriormente foi retirado uma amostra micelial com halo de 8 mm e plaqueado em
outra placa de duas maneiras — o micélio voltado para cima na superficie do BDA e
um outro em contato direto com o BDA e sobre estes foram gotejadas solugdes da
enzima na mesma concentragéo utilizada em todos os experimentos, ou seja 0,771
mg/mL. Nesse experimento foi utilizado o fungicida Amphotericin como um padréo
positivo de acdo fungicida e novos experimentos em meio liquido foram realizados.

Na (Figura 6.16) sdo mostradas as placas e também os meios de cultura liquidos.
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Nas (Figuras 6.16A e D) sdo mostrados a placa e o meio liquido do
fungo crescido na auséncia da enzima e do fungicida, sendo possivel observar o
crescimento do fungo ao redor do halo. Nas Figuras 6.16B e E, observa-se que com
a presenga do composto Amphotericin, o fungo praticamente ndo apresenta
crescimento. O crescimento do fungo na presenga da enzima AsChtll-C4B1 foi
afetado (Figuras 6.16C e F), embora seja observado um crescimento ao redor dos
halos. Em meio liquido, a presenga da enzima provocou uma dispersao das hifas,
sugerindo digestdo das mesmas (Figura 6.16F).

FIGURA 6.16 - Avaliacdo do efeito da AsChtll-C4B1 no crescimento do fungo em
meio solido e liquido.

A -

Fonte: Prépria

Para investigar o efeito da AsChtll-C4B1 na morfologia da quitina
contida na parede celular do fungo, amostras provenientes dos experimentos
descritos foram analisadas por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) (Figura
6.17). As hifas do fungo, na auséncia da enzima, apresentam uma rede densa de

estruturas tubulares longas de superficie lisa (Figuras 6.17A e B). As hifas do fungo
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sob a acdo da enzima apresentaram uma rede desordenada (Figura 6.17C). As
imagens da Figura 6.17D-M mostram modificagdo nas hifas, com esmagamento das
partes tubulares, ponta longa translicida e com buracos na superficie, tubos
inchados, quebrados e com extremidades arredondadas.

Embora n&o tenha sido possivel quantificar a agao da enzima AsChtll-
C4B1 no crescimento do fungo L. theobromae, os resultados obtidos nestes
experimentos mostram que a enzima apresenta agédo sob a quitina da parede celular
do fungo e nas hifas conforme ilustram as imagens de MEV, interferindo no

crescimento do fungo.

FIGURA 6.17- Alteracbes morfoldégicas sobre as hifas do fungo Lasiodiplodia

theobromae sob agao da enzima, capturadas por MEV.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Nosso grupo de pesquisa esta estudando a expressédo de proteinas
quimeras contendo diferentes dominios cataliticos e CBM da formiga cortadeira Atta
sexdens (‘sauva-limao’) para contribuir no melhor entendimento das fungdes da
combinacao destes dominios e também para avaliar suas potenciais aplicacoes
como fungicida. Assim, baseado na sequéncia depositada de Acromyrmex, primers
foram desenhados e usados com o cDNA de Atta sexdens para amplificacdo de
DNAs através de PCR.

Os moddulos protéicos contendo diferentes dominios cataliticos e CBM
foram expressos e caracterizados: AsChtll-C2B3, AsChtll-C3C4e AsChtll-C5B1.
Estas cadeias polipeptidicas foram avaliadas sobre o substrato a-quitina coloidal.

A avaliacao fungicida das quatro quitinases foi feita usando o modelo
culturas de C. albicans, e o modelo A. fumigatus importantes agentes infecciosos
em humanos. Uma observacdo é que a AsChtll-C4B1 nao apresentou atividade
contra o fungo C. albicans. Os resultados obtidos estdo resumidos e ilustrados na

tabela abaixo.

Atividade
Quitinases frente a-quitina | % de inibigao do crescimento / [Enzima]
coloidal
(nmol)
C. albicans A. fumigatus

AsChtll-C3C4 88 54,5 (50ug/mL) 60,1 (25 pg/mL)
AsChtll-C2B3 52 61,0 (50pg/mL) 66,1 (50 pg/mL)
AsChtll-C5B1 68 87,5 (150ug/mL) 61,0 (50 pg/mL)
AsChtll-C4B1 22 n.d* 66,6 (50 pg/mL)

*n.d = ndo detectado

Neste trabalho, também foi verificado a interferéncia da quitinase
AsChtll-C2B3 no crescimento do fungo L. theobromae, os resultados obtidos
mostram que a enzima apresentou agdo sob a quitina da parede celular do fungo

gerando modificagdes morfoldgicas nas hifas.
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Um modulo proteico constituido de um dominio catalitico (CAT)
acoplado a um CBM na regido C-terminal, nomeado de AsChtlI-C4B1 foi expresso
em P. pastoris, purificado, bioquimicamente caracterizado e apresentou interferéncia
no crescimento do fungo Aspergilus fumigatus e no desenvolvimento de larvas de
Spodoptera frugiperda. AsChtll-C4B1 foi ensaiada também sobre o fungo
Lasiodiplodia theobromae, um patdégeno de plantas causador do apodrecimento e
morte na maioria das espécies que infecta. Os testes indicaram digestao das hifas
do fungo em meio liquido, o que pode ser verificado por densidade otica e
microscopia otica e MEV. A atuagédo da enzima AsChtll-C4B1 nos diferentes tipos
de quitina, a-quitina coloidal, B-quitina coloidal e soélida foram estudada através da
analise das moléculas de quitinas apos tratamento com a enzima. Os resultados
obtidos nestes estudos mostraram a atuagdo da AsChtll-C4B1 ocorre de maneira
diferente para cada amostra nas quitinas estudadas.

O conjunto de dados obtidos nas diferentes abordagens do presente
estudo mostra que os modulos proteicos recombinantes atuam sobre a quitina e sao
potenciais agentes fungicida.

Em suma, consideramos que as etapas propostas inicialmente para o
projeto foram realizadas com sucesso apesar do periodo pandémico pelo qual todos
nos passamos, gerando atrasos nos procedimentos experimentais, ainda assim foi
possivel com muito trabalho obter informag¢des cientificas significativa sobre as
quitinases.

O trabalho teve colaboragdes interdisciplinares como o uso da
espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear, Microscopia eletrénica de
varredura e também na parte microbioldgica, trabalhando com fungos patdégenos
humanos e de planta, nos proporcionando novos conhecimentos.

As quitinases vém ganhando atengcdo no meio cientifico por
demostrarem estarem envolvidas no processo de lise da quitina contida na parede
celular fangica, atuando sozinhas ou em sinergismo com outras enzimas ou
fungicidas ja conhecidos, e uma vez que cada fungo reagi de maneira diferente nao
s6 a atuacdo das quitinases mas também a outros fungicidas, ndo somente pela
quantidade de quitina exposta na parede celular mas também o préprio mecanismo
de protegcdo do fungo quanto ha qualquer interferéncia no seu desenvolvimento,

estudar possiveis metabolitos gerados pelos fungos induzidos pela agéo das
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quitinases na quitina da parede celular pode ajudar a ter uma melhor compreenséao

do mecanismo de agao de defesa dos fungos contra agentes fungicidas.
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Alinhamento entre os CAT da C2B3 das formigas cortadeiras

sexdens
acromyr
cephalctes

sexdens
acromyr
cephalctes

sexdens
acromyr
cephalctes

sexdens
acromyr
cephalctes

sexdens
acromyr
cephalctes

sexdens
acromyr
cephalctes

1: sexdens

PRIACYMTSWALYREGDGRKFVEPEHLDSNLCTDIIYAFACLNPETLLIQPFDEPWADIENNL 60
PFRIACYMTSWALYREGDGEFVPEHLDSSLCTDIIYAFAGLNPETLLIQPFDPNADIENNL &0

PRIACYMTSWALYREGDGEFVPEHLDSNLCTDIIYAFAGLNPETLLIQPFDFNADIENNL 60
A o ek ke ek ke ok e ok ok ke ke o ok ok ok ko ok

YORVT3IIEGS TDS5GDEYSRELISSGVSRREFVIATMNFLEEH 120
YORVTSIEGS TDSSGDEY SELISSGVSRREFVIATMNFLERH 120
Y¥ORVTSIEGS TDSS5GDEYSELISSGVSRREFVIATMNFLEFEH 120

AR A F L AL LT A LA AL AL A A F LI LA AL A AL A L F AT AL A A A A A A AL T F LA d L H 44 & 44 &

KCWOSDCEKGPDSDEPNFTELMOELREEFNKQDPPLLLARARL SGYEEVIDEAYEVHE 180
KCWOSDCEEGPDSDEPNFTELMOELREEFNKQDPPLLLARARL SGYEEVIDEAYEVRE 180

ECWOSDCEEGPDSDEFNFTELMOELREEFNEQDPPLLLAART, SGYKEVIDEAYEVHE 180
A ok ke e o ek ok o o ok ok o ok ok ke ko ok Aok o o ok o ok ko .

ISQIVDFMSV SWESEKELAHIAPLFSS5-SDSKPYYNVNFTMNYLIGGLGAEKSKL 239
ISEVVDEFMSV SWESKLAHIAPLFGSPSDSKPYYNVNFTMNYLV-GLGAEKSKL 239
ISQIVDEMSV SWESELAHIAPLFGSSSDSEPYYNVNFTMNYLV-GLGAEKSKL 239

e i ddk oA A & Ak A

LVGIPLYGOSNRLSTASQADLGDPTTGPGEPGSSLS-PGCGHGRIMIFEFRLERHNWEVEIG 298
LVGIPLYGOSYRLSTASQADLGDPTTGPGEPGEFTEQPGMLAYYEICERIERHNWEVEIG 299
LVGIPLYGOSYRLSTASQADLGDPTTGPGEPGEFTEQPGMLAYYEICERTERHNWEVGIG 299

R R T E T N 4ok wE Ak kA
PSAHFEDEWVGYEDRESVYARGEYITEYGY 339
PSAHFEDEWVGYEDRESVYARGEY ITGNGY 340
PSAHFEDEWVGYEDRESVYARGEYITGNGY 340

Fdddddd AL L d A A A AL d . A d FdddddddddAdd

100.00 92.90 94.08

2: acromyr 8Z.80 100.00 98.53
3: cephalotes 94,08 98.53 100.00



Alinhamento entre os CAT da C3 das formigas cortadeiras

Acromyr
sexdens
Cephalote

Acromyr
sexdens
Cephalote

Rcromyr
zsexdens
Cephalote

Rcromyr
sexdens
Cephalote

Bcromyr
sexdens
Cephalote

Acromyr
sexdens
Cephalote

1:
2:

YEVVCIFTHNWAWYRRGIGRYLFEHIDHTLCTHIVIGFAVLDYSEMI IKAHDSWADEFDNRE
IEVVCIFTHWAWYRRGIGRYLFEHIDHTLCTHIVIGFAVLDYSEMI IFAHDSWADFDNRE

YEVVCY FTHWAWYRRGIGEREY LFEHIDHTLCTHIVY GFAVLDYSEMI TRFAHDSWADFDHNERF
LR e e s R T

YERVVAYEERRGL DSAGDEYSRLVNSFSARERFIDHVLOFIQEYD)
YERVVAYEERGL DSAGDEYSRLVNNFESSRERFINHTLOFIKEYD)

YERVVAYEERGL| DSAGDEYSRLVHNNESSEERFINHTLOFIEEYD)
R I

CWOVNCNEGPDSDEESFARLLRELSAEFEPEGLLLSAAVSPSEEVIDEGYDVES
CWOVHNCHNEGPDSDEESFRAALLRELSAEFEPEGLLLSAAVSPSEEVIDEGYDVES

CWOVNCHNREGPDSDEESFAALLRELSAEFEPRGLLLSAAVSESEEVIDEGYDVES
ke ek ke ok ok o ok ko ko ok ke ok kR ke

LAFYLDWIA OWDFRTGHVAPLY YHPDDEFY YFNANY SINYWISEGAPFRSIV
LAFYLDWIA CWDERTGHVAPLY YHPFDDEFY YFNANY STNYWISKEGAFPFRSIV

LAFNLDWIA OWDFRTGHVAPLY YHPDDEFY YFNANY SINYWISEGAPFRSIV
Aok ke ok ok kb o ek ko ok o ok ok ko kR

MGMPLYGOSFTINDEPSSGNGLNSPASAGHNAGEFTRAAGFLSYYETICDRILNRGWTVVQDE
MGMPLYGOSFTINDESSGNGLN SPASAGHNAGEFTRAAGFLSYYEICDRILNRGWTVVQDE

MGMPLYGQSFTINDPSSGTDLN SPASAGHMAGEFTRAAGFLSYYEICDRILNRGHTVVQDP
R T e T

EGRMGPYAYRGSOWVSFDDSEMIRREAQEFVRIMGLG 346
EGRMGEYAYRGSOWVSFIDSEMIRRFAQFVRIMGLG 346
EGRMGPYAYRGSOQWVSFODSEMIRRFAQFVRIMGLG 346

FddddddAd I A A A A LA A AL A AL A A AL A AL AL A AL A A d AL A AL

Acromyr 100,00 98.55 97.69
sexdens 98.55 100.00 99.13

3: Cephalote 97.&e9 99.13 100.00
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&0
el
&0

120
120
120

180
180
180

240
240
240

300
300
340
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Alinhamento entre os CAT da C4 das formigas cortadeiras

Cephalctes
Sexdens
Acromyr

Cephalctes
Sexdens
Acromyr

Cephalctes
Sexdens
Acromyr

Cephalctes
Sexdens
Bocromyr

Cephalctes
Sexdens
Rcromyr

Cephalctes
Sexdens
Bcromyr

FEVICYFTHNWAWYROEGGEFVPEDIDPDLCTHVLYGFSILDGSSLTMESHDEWADI DNEF &0
FEVICYFTHWAWYROQEGGRFVPEDIDPDLCTHVLYGFSVLDGSSLTMESHDFWADIDNEF &0

FEVICYFTNHAWYROEGGREVPEDIDPDLCTHVLY GFSVLDGSSLTMESHDPWADI DNEF 60
R

120
120
120

YDRVALFFRAEG
IYDRVAAFFAEG

DSAGDEY SRLVHNSPSARRRFITOLLLFIERYD
DSAGDEY SELVHNSPSARREFITQLLLFIEEYD
DSAGDEY SRELVNSPSARRRFITOLLLFIERYG

IDRVALFFRAKG
R L L L R )

EVCWOVDCNEGPESDEQSFAELIKELSDEFEPRGLLLSAAVSPSERVIDAGYDVET 1680
PVCHOVDCHNEGPESDEQSFAELIKELSDEFEPRGLLLSAAVSPSERVIDAGYDVET 1680

PVCHOVDCHNEGPESDEQSFAELIKELSDEFEPRGLLLSAAVSPSERVIDAGYDVET 1680
R LR R R R R R R R R R R R R EE  E e

LSEYLDWISI OWDEETGHVAFPLY SLENDWEPTFNANFSIHYWIEEGANPEELI 240
LSEYLDWISI OWDEETGHVAPLY SLENDWEPTFNANFSIHYWIEKGANPEELI 240
LSEYLDWISV OWDEETGHVAPLY SLENDWEPTFNANFSIHYWIEKGANPEELT 240

ddddddddd s A Ad A AL AL AL A A AL LA A AL LA A d A A A ddd A d A d b dd

MGVPLYGOSFSLAERNVHGINAPTYGGGEACGEATRARGFLSYYEICERTLEEGWTVIQDE 300
MGVPLYGOSFSLAERNVHGINAPTYGGEEACGEATRARGFLSYYEICERTLEEGHTVVODE 300

MGAPLYGOSFSLAERNVHGINAPTYGGCEACEATRARGFLSYYEICERTLEEGHWTVVODE 300
I LR R LR R R R e

ERRIGEYAYEGDOWVSFDDAQQIELFAELIEELGL 346
ERRIGEYAYEGDOWVSFDDAQQIELFAELIEELDL 346
ERRIGEYAYEGDOWVSFDDAQQIEKLFAELIEELGL 346

ddddddd A A A h A b A F A AL LA F A A AL A AL A A A AL LA A A A A A

1: Cephalotes 100.00 98.55 97.98
Z2: Sexdens 98.55 100.00 98.84
3: Acromyr 97.98 95.84 100.00



Cephalctes
Sexdens
Acromyr

Cephalctes
Sexdens
Acromyr

Cephalctes
Sexdens
Acromyr

Cephalctes
Sexdens
Acromyr

Cephalctes
Sexdens
Acromyr

Cephalctes
Sexdens
Acromyr

1: Cephalotes
2: Sexdens
3: Acromyr

Alinhamento entre os CAT da C4 das formigas cortadeiras

KR IVCY Y THNWAWRRTSFGSFTPENIDGTLCTHIVYAFATLEEETFLINIDDSDN VY ESFL &0
EEIVCYYRIGLGRRASFGSFTPENIDGTLCTHIVYAFATLERETFLINIDDSDN VY S5FL 60
KR IVCYY THNWAWRRASFESFTPENIDGTLCTHIVYAFATLERETFLINIDDSDNVY SSFL &0

A A T R R e e s r R E R R R
NETAETERRNG DSEDDEY SELISSPOSTRENFTRYVVRIIEQY 120
NETRAEIKERNG DSEDDEYSRLISSPQSTRENFARYIVEIIEQY 120
NETREIFKERNG DSEDDEYSRLISSPQSTRENFARY IVEIIEQY 120

AA A AL AL A A F A H a F A A F AT A AT AL T I I A IE AL L AT L AL AL A o A A A I A I A A AA A

CWOGDCSRGPEEDRENFVEFLEDLSEALTSRGLLLSIVVSANKIVIDRGYTHI 180
CWXGDCSRGPEEDRENFVEFLEDLSEALTSRGLLLSIVVSANRKIVIDRGYTHI 180

CWOGDCSRGPERKDRENFVEFLEDLSEALTSRGLLLSIVVSANKIVIDRGYTHT 180
R R e T

SLLTRYVNWIGWVV GSETGHVAPLYHHPNDISPFLNANFSVTYWINEGVERAEM 240
SLLTRYVNWIGWVV GSETGHVAPLYHHPDDISPFLNANFSVMYWINEGVERAEM 240
PFLLTRYVNWIGWVV GSETGHIAPLYHHPDDISPFLNANFSVTYWINEGVFAEM 240

FA AL AL A AL A AL A A A A A I A FT A F AL L A AT I AL A A A AT LA A AL LSS A A F A A A AA

IVLGIPTYGSSFTLSERSLNRPSFHVEADGPGEPGEFTESAGFLAYHE ICDNVENDGWSV 300
IVLGIPTYGSSFTLSERSLNRPSFHVEADGPGEPGEFTESAGFLAYHE ICDNVENDGWSV 300

IVLGIPTYGSSFTLSEESLNRPGFHVEADGPGEPGEFTESAGFLAYHE TCDNVENNSWSV 300
R i

TEDSEGRVGEFYASFRDOWVSYDDVSNVARKIYACTLELY. 344
TEDSEGEMGEY ASERNOWVSY DDV SNVAEFEAELT EELNLG 350

TEDSEGRVGEFYIASERDOWVSIDDVSHNVARFKAELIKFKLNLG 350
T BRI T TR T T T . .

100.00 90.12 90.98
90.12 100.00 85.71
90.99 95.71 100.00
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Viabilidade do fungo apds a agdo da quitinase AsChtll-C2B3 apds 72 horas de ser

plaqueado a 28 graus, temperatura de crescimento do fungo L. theobromae .

Viabilidade do fungo apds a acao da quitinase AsChtll-C5B1 apods 72 horas de ser
plaqueado a 28 graus, temperatura de crescimento do fungo. A Placa 1 fungo L.

theobromae e a placa 2 fungo sob a acao da quitinase AsChtll-C5B1.




