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RESUMO

A quitina é considerada o segundo biopolimero mais importante da natureza. O
acumulo natural no meio ambiente € incompativel com sua producgéao
ininterrupta, 0 que demonstra que existem mecanismos naturais responsaveis
por sua degradacao. As enzimas quitinoliticas encontradas em quase todos os
tipos de seres vivos sdo alvo de grande interesse na biotecnologia porque
permitem a degradacdo da quitina em derivados Uteis para varios setores
produtivos da economia, em destaque as de origem fungica. Diante desse
panorama, a caracterizacdo molecular a partir de extracdo de RNA e
amplificagdo do cDNA e a analise de estruturas 3D por modelagem
comparativa de sequéncias de quitinases obtidas do genoma de Moniliophthora
perciniosa (STAHEL) AIME & PHILLIPS-MORA foram direcionadas para este
estudo. O fungo cultivado em meio WY durante 8-10 dias cresceu
vigorosamente em condicdes em que o farelo de trigo estava bem triturado.
Como a expressao da quitinase € crucial para o crescimento do fungo, esse
meio foi considerado satisfatério para a extragdo de RNA. O método tradicional
de Trizol foi mais favoravel do que o uso de kits para extracao de RNA. Para a
deteccdo de expressao de quitinases de M. perniciosa a partir de amplificacao
de cDNA, encontramos fragmentos relacionados a regido de amplificacao
especifica determinada por sequéncias do genoma (16426) e usando o par de
primers Chit_TEIX_F / Chit_ TEIX_R. A partir de 14 sequencias de quitinases
obtidas do genoma, todas apresentaram dominio catalitico detectado, uma das
quais apresentou 49,48 % de identidade com o molde (3G6M). Uma analise
estatistica utilizando o grafico RAMACHANDRAN mostrou que a sequéncia do
melhor modelo gerado (997) possui 97,2% de residuos em regides favoraveis.
Em 5 modelos foi possivel identificar o sitio ativo, sua posicdo e os residuos
envolvidos na catalise. Os 5 modelos construidos a partir do alinhamento das
sequéncias 15210, 1679, 4357, 5707 e 997 com seus respectivos moldes pelo
MODELLER apresentaram uma estrutura classica de barril alfa-beta contendo
a-hélices e folhas-B. Apds alinhamento sequencial, refinamento e Dinamica
Molecular, o modelo final (997) analisado pelo SWISS MODEL apresentou alta
similaridade estrutural com seu respectivo molde. A partir dos modelos 3D das
quitinases e o fragmento especifico amplificado por PCR, o uso de primers
especificos para os modelos gerados sequenciamento e clonagem sao
objetivos para trabalhos posteriores.

Palavras-chave: Vassoura-de-Bruxa, residuos quitinoliticos, modelagem
comparativa, expressao, cDNA.



ABSTRACT

Chitin is considered the second most important biopolymer in nature. The
natural accumulation in the environment is incompatible with its uninterrupted
production, which shows that natural mechanisms exist because of its
degradation. These enzymes are found in almost all types of living beings; they
are interest in biotechnology because they allow the degradation of chitin in
products useful to several productive sectors of the economy, highlighted for
fungal origin. In view of this scenario, a molecular characterization from RNA
extraction and cDNA amplification and an analysis of 3D structures by
comparative modeling of sequences from Moniliophthora perciniosa (STAHEL)
AIME & PHILLIPS-MORA genome were aimed in this study. The fungus grown
on WY medium for 8-10 days grew vigorously under conditions where the wheat
bran was well ground. As an expression of quitinase is crucial for the fungus
growth, this medium was considered satisfactory for RNA extraction. The
traditional Trizol method was more favorable than the use of RNA extraction
kits. For detection of M. perniciosa quitinase expression from cDNA
amplification, fragments related to the specific amplification region determined
by genome sequences (16426) and using primers Chit_ TEIX_F / Chit_ TEIX_R
were found. From the 14 chitinase sequences obtained from the genome, all of
them showed catalytic domain, the best of them presented 49,48% identity to
template (3G6M). A statistical analysis using the RAMACHANDRAN graph
showed that the best model sequence (997) had 97,2% residues in favorable
regions. In 5 models were found active site, its position and the residues
involved in the catalysis. The 5 models constructed from the alignment of
sections 15210, 1679, 4357, 5707 and 997 with their templates by MODELLER
presented a classic alpha-beta barrel structure containing a-helices and -
sheets. After sequential alignment, refinement and Molecular Dynamics, the
final model (997) analyzed by SWISS MODEL presented high structural
similarity with its respective mold. From the 3D models of the chitinases and the
specific fragment amplified by PCR, the use of specific primers for the
generated models, sequencing and cloning are objectives for later works.

Keywords: Witch's broom, chitinous waste, comparative modeling, Expression,
cDNA.
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1 INTRODUGCAO

Todos os anos, na biosfera, 100 bilhdes de toneladas de quitina, o
segundo biopolimero mais abundante da Terra, sao produzidas (HORN, et al.,
2006; ZHU et al., 2007). Presente em uma infinidade de organismos vivos, a
quitina desempenha uma variedade de funcdes fisiologicas que compdem
principalmente conchas de artropodes e paredes celulares de fungos (VAAJE-
KOLSTAD et al., 2005).

Todos o0s organismos com quitina como componente estrutural
necessitam de um sistema quitinolitico eficaz para degradar este polimero,
razdo pela qual a quitina ndo é acumulada na biosfera (VAAJE-KOLSTAD et
al., 2005). Neste contexto, as quitinases, enzimas liticas das paredes celulares
foram purificadas de varias espécies de fungos que apresentam diversidade
estrutural e diferentes pesos moleculares. No entanto, esta enzima também
pode ser encontrada em organismos que nao produzem quitina, mas a usam
como fonte de nutrientes (CHRISTODOULOU et al., 2001; HORN et al., 2006).
Além disso, a quitinase também desempenha fungédo defensiva contra agentes
patogénicos, inclusive em seres humanos (GAVALA et al., 2012; GAUVREAU
et al., 2013; DURU et al., 2013).

Além de alta disponibilidade a baixo custo e ser atoxica, a quitina
também é biodegradavel, o que torna uma excelente escolha de matéria-prima
para varios setores produtivos da economia (AZEVEDO, 2007). Por esse
motivo, o estudo de novas quitinases e subsequentes clonagens e a producao
heter6loga tem sido amplamente aplicada em centros de pesquisa em todo o
mundo (TONG et al., 2013; PRAKASH et al., 2013).

Nesse contexto, para estudar em profundidade um gene € necessario
isola-lo do resto do DNA e amplifica-lo para ter amostra suficiente para
trabalhar (WATSON et al., 2005). O acesso ao material genético, seja DNA ou
RNA, é o primeiro passo para a aplicacdo de técnicas de biologia molecular na
selegcdo de &cidos nucleicos a ser utilizado. Assim, a tecnologia de DNA
recombinante trouxe a possibilidade de manipulacdo de DNA permitindo a
criagao da “molécula da vida” (DEMAIN et al., 2009). Com uma compreensao
maior sobre os fundamentos do DNA, do RNA e do metabolismo de proteinas,
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0s pesquisadores manipulam células para expressar genes clonados a fim de
estudar seus produtos proteicos (NELSON e COX, 2014).

O entendimento estrutural, funcional e modo de acao das proteinas nos
processos celulares € um passo chave na biotecnologia, sendo este um dos
principais objetivos da bioinformatica e da era pés-genémica (WATSON et al.,
2005). Para isso, os métodos computacionais sdo usados como ferramentas na
estrutura da proteina alvo para planejar modelos de sistemas bioquimicos.
Para prever estruturas proteicas e avaliar a sua funcionalidade, este tipo de
pesquisa utiliza coordenadas atbmicas de proteinas tridimensionais ja
depositadas em estruturas de bancos de dados.

O Moniliophthora perniciosa é um fitopatégeno de grande importancia
econdmica no Brasil, em especial na regido do sul da Bahia, por ser o agente
causador da doenca do cacaueiro, conhecida como Vassoura de Bruxa.
Grande parte do potencial biotecnoldgico desse fungo se deve a diversidade da
producdo de enzimas hidroliticas secretadas em meio extracelular, como as
quitinases (CHAVAN; DESHPANDE, 2013). Por essa razao, esforcos sao
empregados no sentido de buscar alternativas viaveis para o controle desse
fungo, a exemplo do controle cultural, biolégico e quimico, além da utilizacao
de cultivos resistentes ao M. perniciosa (COSTA, BEZERRA, et al., 2009;
OLIVEIRA e LUZ, 2005). Devido ao grande impacto socioeconémico dessa
doenca no Estado da Bahia, foi criado em 2000 um grupo de instituicbes com o
intuito de sequenciar o genoma do M. perniciosa. As primeiras analises do
genoma nuclear de M. perniciosa, bem como 0 seu genoma mitocondrial, foram
publicados em 2008 (MONDEGO JM et al., 2008). A disponibilidade desses
dados atrelados com o uso de técnicas moleculares e de bioinformatica
atualmente disponiveis viabilizam o estudo e analise de sequencias

codificantes de enzimas de interesse biotecnoldgico, como as quitinases.
2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar por técnicas moleculares e in silico quitinases presentes em

Moniliophthora perniciosa.
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2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Extrair RNA do micélio de M. perniciosa pelos métodos trizol e por kits
comerciais de isolamento e sintetizar o cDNA;

e Caracterizar e desenhar iniciadores para sequencias codificantes de
quitinases obtidas a partir do genoma de M. perniciosa;

e Avaliar a qualidade da sintese de cDNA a partir de RNA através da
deteccdo de expressao de quitinases por PCR convencional;

e Desenvolver estruturas 3D por modelagem comparativa de sequéncias
obtidas do genoma como ferramenta de selecao para producao futura de

formas recombinantes.

3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Moniliophthora perniciosa

O fungo Moniliophthora perniciosa pertence ao Filo Basidiomycota, a
ordem Agaricales (HIBBETT, et al., 2007) e a familia Marasmiaceae (AIME,
PHILLIPS MORA, 2005), sendo ele identificado inicialmente por Stahel, como
Marasmius perniciosus, e posteriormente transferido por Singer para outro
género, o Crinipellis (BRANDEAU,1992). Entretanto, a classificagdo sofreu uma
reformulacdo, por meio de andlises filogenéticas. Aime e Phillips Mora (2005)
determinaram que os fungos Crinipellis perniciosa e Moniliophthora roreri
pertencem ao mesmo grupo taxondémico. Assim, o C. perniciosa passou a ser
denominado de Moniliophthora perniciosa (COSTA, et al.,2009).

Este fungo é um patdgeno que possui um ciclo de vida hemibiotréfico,
apresentando duas fases fisiologicas e morfolégicas distintas (Figura 1). A
fase biotréfica possui células monocarioticas com hifas irregulares em sua
espessura, intercelulares ao meristema do hospedeiro e com auséncia de
fibulas, provocando grandes alteracbes morfofisioldgicas na planta (LANA,
2004; SANTOS, 2005; MEINHARDT, et al., 2006). A fase necrotrofica, por sua
vez, apresenta hifas delgadas e hialinas, com formacédo de fibulas que
colonizam os tecidos do hospedeiro intra e intercelularmente,
encontradas somente em tecidos mortos (KILARU, HASENSTEIN, 2005;
MUSE, et al., 1996; COSTA et at., 2009).
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Vassoura verde

Micélio biotréfico Micélio necrotrofico

LClor T=Ic

Figura 1. llustragdo do ciclo de vida do fungo M. perniciosa. Basidiésporos germinam sobre
tecido meristemdtico do cacaueiro formando a vassoura verde, colonizada pelo micélio
biotroéfico. Na mudanga para a fase necrotréfica do fungo ocorre a morte do tecido infectado,
denominado vassoura seca. Neste estagio da doenga sdo produzidos os basidiomas, que
liberam os basidiosporos, reiniciando o ciclo de vida do patégeno. Fonte: Teixeira et al., 2013.

O fitopatdgeno infecta plantas da familia Malvaceae, Solanaceae,
Bignoniaceae, Bixaceae e Malpighiaceae (RINCONES et al., 2006), podendo
ser separado em grupos de acordo com 0s géneros que infectam denominados
bi6tipos. Desta forma, ha trés bibtipos caracterizados: o biétipo Cacau (bibtipo
C) tem como hospedeiro as espécies do género Theobroma, principalmente o
T. cacao, o bidtipo Solanaceae (bidtipo S) infecta as espécies da familia
Solanaceae, e o biétipo Liana (bi6tipo L) é encontrado em lianas e cipés das
familias Malpighiaceae e Bignoneaceae (PURDY, 2005). Além desses, um
quarto biétipo foi relatado, o biétipo Bixa, mas nao foi notificada a producao de
basidiocarpos nos ramos infetados. Um quinto bio6tipo, o biétipo H, foi sugerido
por Griffith et al., (2003) no qual se enquadra o Heteropterys acutifolia.

O M. perniciosa é o fungo causador da vassoura de bruxa do cacaueiro
(Theobroma  cacao). Desde  a sua ocorréncia na costado  Equador, em
1984, representa um dos principais fatores limitantes na producdo de cacau
na América do Sul e nas llhas do Caribe, tendo assumido o papel de patégeno
mais importante do cacaueiro. Além disso, sua dispersdo acompanhou a do T.
cacao na Bacia Amazbnica. Atualmente ambos sdo endémicos nesta regido

(GRIFFITH et al., 1994).

3.2 A DOENGCA VASSOURA DE BRUXA
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A doenga Vassoura de bruxa foi descrita inicialmente por Ferreira em
1785 como “lagartdo” devido as mas formacdes da planta atacada pelo fungo
(SANTOS, 2005). No entanto, apenas em 1890, Gregor Stahel iniciou a
investigacado cientifica sobre a devastacdo que esta doenga causa em
planta¢des, isolando o fungo causador e o nomeando como Marasmius
perniciosa. Essa doenca ja foi detectada em paises como Guiana (1906),
Colémbia (1917), Equador (1921), Trindade e Tobago (1939), Granada (1948),
Sao Vicente (1988), Bolivia (1989), Brasil (Bahia e Regidao da bacia Amazénica)
(1989) e no Panama (1989) (PURDY; SCHMIDT, 1996).

A Vassoura de bruxa é uma das mais importantes doencas do cacau,
ocorrendo principalmente nos paises da América do Sul. No Brasil, atingiu as
lavouras cacaueiras da Bahia, sendo observada pela primeira vez em 1989,
causando perdas de até 90% da producdo (PURDY; SCHIMIDT, 1996). O M.
perniciosa foi considerado o agente fitopatégeno responsavel por esta doenca
(PEREIRA et al., 1990; KILARU et al., 2005) infectando langcamentos florais
novos, os frutos em desenvolvimento e as almofadas florais, podendo provocar
a morte da planta quando afetada por consecutivos ciclos do patdégeno
integrado a fatores abidticos (SILVA, 2002).

No estado da Bahia, a Vassoura de bruxa, nome popular da fitopatologia
causada pelo fungo M. perniciosa, ainda tem gerado prejuizos milionarios para
os produtores rurais e para o Estado (BRASIL, 2013). Os esforcos para
produzir variedades de Theobroma cacao resistentes tem dado resultados
muito relevantes no combate a Vassoura de bruxa, porém, estas variedades
sao suscetiveis a infeccdes por novas cepas originadas de outras regides
(VIEIRA; VALLE, 2006; BRASIL, 2013). A intervengdo humana contribuiu para
a propagacao da vassoura de bruxa, podendo-se considerar as pessoas como
0s principais vetores de transmissao da praga (GRIFFITH et al., 2003)

Visto que a Vassoura de bruxa tem dizimado os cacauais, deixando
mais de duzentos mil desempregados e causado danos irreparaveis a
natureza, a Comissdo Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira (CEPLAC),
tem como uma de suas missdes a recuperacdo da economia regional,

enfatizando no combate a esta doenca (CEPLAC, 2011).
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3.3 INTERACAO ENTRE PLANTA E PATOGENO

Uma ampla variedade de microrganismos expde continuamente plantas
a infeccOes, essas, por sua vez, desenvolveram diversos mecanismos de
defesa para combater potenciais patégenos (JONES & DANGL, 2006). No
entanto, microrganismos patogénicos desenvolveram notaveis mecanismos
para atenuar ou até impedir a ativagcdo das defesas de seus hospedeiros
(JONES & DANGL, 2006; STERGIOPOULOS & DE WIT, 2009).

A parede celular dos fungos protege o organismo contra um ambiente
hostil e transmite sinais para a invasao e infeccdo de hospedeiros como
plantas, animais e humanos. Esta parede é uma estrutura complexa formada
por quitina, varios glucanos, lipideos e peptideos incorporados em uma matriz
proteica (SELITRENNIKOFF et al., 2001). A quitina constitui de 22 a 44% da
parede celular dos fungos (SHAKHBAZAU; KARTEL, 2008). Varias classes de
proteinas antifungicas estdo envolvidas na inibicdo da sintese da parede
celular dos fungos ou na ruptura da estrutura desta parede, e outras agem na
estrutura da membrana, resultando na lise celular (SELITRENNIKOFF et al.,
2001).

A protecdo da parede celular mediada por efetores € uma estratégia
compartilhada por diferentes fungos fitopatogénicos (MARSHALL et al., 2011;
MENTLAK et al.,, 2012), sugerindo um importante papel na evolucdo da
patogenicidade destes organismos. Curiosamente, esta estratégia parece ter
sido desenvolvida de forma independente nos diferentes fungos, uma vez que
proteinas nao relacionadas estao envolvidas neste mecanismo.

O processo de infeccao do Theobroma cacao pelo fungo M. perniciosa
ocorre através da germinagcao dos esporos nas superficies foliares da planta.
Para que ocorra a germinagdo é necessario, nesta etapa, a degradacado do
principal componente da parede celular do fungo, a quitina (PURDY,
SCHMIDT, 1996; GRIFFITH, et al., 2003).

A infeccao tem inicio quando os basidiésporos germinam e penetram no
tecido meristematico e vagens da planta originam assim o estagio biotréfico da
colonizagao. Com isso, ocorre uma hiperplasia das células hospedeiras. Estas
desordens fisiolégicas sado frequentemente causadas pela liberacdo, dentro da
célula, de grande quantidade de compostos fendlicos, etilénicos, agucares
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soluveis e taninos, levando a morte celular ou alteragdées no balango hormonal
(ODJAKOVA; HADJUVANOVA, 2001; SCARPARI et al., 2005). Esse
intumescimento leva a parte atingida a ter uma aparéncia de uma vassoura de
bruxa. Essas vassouras, quando jovens, tém uma coloracdo verde, mas
morrem com 1 a 2 meses dando uma coloracdo marrom as arvores infectadas,
devido a necrose ocasionada pela colonizagao (estagio saprofitico). A infeccao
mais grave ocorre nas flores jovens e nos frutos que estao no tronco (Figura 2).
Como o fungo responsavel pela infeccdo que leva a vassoura de bruxa
acomete plantas em desenvolvimento, somente a utilizagdo de fungicidas nao
apresenta efetividade ficando o controle biolégico como alternativa estratégica
para o combate a propagacao da vassoura de bruxa (GRIFFITH et al., 2003;
RUBINI et al., 2005; PEREIRA, 1990).

Figura 2. Frutos com amarelecimento precoce (a,b,c,d). Deformados sem (c) e com lesdes
necroticas (d). Lesdes circundadas por halos amarelados (fg). Quase totalmente necrosado (h).
Fonte: OLIVEIRA e LUZ, 2005.

Com objetivo de criar novas formas de controle da praga, pesquisadores
de varias instituicdes iniciaram o projeto genoma do M. perniciosa. Este projeto
identificou genes importantes relacionados ao metabolismo do fungo e/ou ao

seu mecanismo de infeccdo. Muitos desses genes codificam enzimas e
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receptores essenciais para M. perniciosa e sao considerados alvos moleculares
para o desenvolvimento de fungicidas mais potentes e seletivos contra esse
fungo. Adicionalmente, o entendimento do funcionamento do metabolismo do
fitopatdogeno a partir dos dados moleculares podera levar ao desenvolvimento
de diversas estratégias de controle da praga (PEREIRA, 2001).

3.4 QUITINA E QUITINASES

A quitina é um polimero linear e insoluvel encontrada em fungos,
crustaceos e insetos, e em ecossistemas marinhos e terrestres (VAAJE-
KOLSTADet al., 2005). Depois da celulose, é o polissacarideo mais abundante
na natureza (KARTHIK; BINOD; PANDEY, 2015). Este homopolimero insoluvel
de N-acetilglucosamina (GIcNAc) unido por ligagdes glicosidicas B-(1—4)
(DUO-CHUAN, 2006; HAMID, 2013) forma espontaneamente estruturas
cristalinas de microfibrilas (MERZENDORFER, 2006).

Exoquitinase Endoquitinase
CH>OH CH:0H CH:0H l CH-OH CH>OH
O O (o) 0 0. OH
OH 0 OH 0Ny OH (o} OH 04 OH
OH
NH II\JH NH rrIH NH
COCH; COCH3 COCH; COCH; COCH;
- -n
Quitina

Figura 3. Acdo de enzimas quitinoliticas sobre a quitina. Fonte: Adaptado de Stoykov et al.,
2015.

A quitina é degradada a 2-acetamido-2-deoxi-B-D-glicosamina (N-
acetilglucosamina — GlcNAc) por quitinases (EC 3.2.1.14) (DUO-CHUAN, 2006;
DAHIYA et al., 2006). Dependendo do padrdo de clivagem, as quitinases
podem ser divididas em duas categorias:
(COHEN-KUPIEC; CHET, 1998). As endoquitinases clivam aleatoriamente a

quitina em sitios no interior da cadeia, produzindo uma mistura de oligbmeros

endo e exoquitinases (Figura 3)

de GIcNAc de baixo peso molecular. Enquanto as exoquitinases clivam a
quitina de forma regular em sitios na extremidade da cadeia, catalisando a
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liberagdo progressiva de um uUnico produto, diacetilquitobiose, a partir da
extremidade n&o-redutora do polissacarideo (Figura 4) (SHAKHBAZAU,;
KARTEL, 2008). Existem ainda aquelas enzimas que nao podem ser
diferenciadas em exo ou endoquitinases, pois, possuem modo de clivagem
tanto como exoquitinase como de endoquitinase (HARTL; ZACH; SEIDL-
SEIBOTH, 2012).

000000000 O0OGSNMIIOGS

Quitina depolimerase -~ Quitina deacetilase

* Quitosana
tho-'ojlgossacarideos GlcNAc Quitobiose
= ——
GRREEE.  _SERNRRNNRNINNSNNNNNINNINN W TR R ;[SL [ OM
Ouitohi Periplasma
EHR R R, Quitodextrinase GlcNACH’acetilglucnsaminidase _L“ —

SR

: Citoplasma
GlcNAC €— . Quitobiose

N-acetilgluco s aminidase

Figura 4. Produtos da degradacgao da quitina por quitinases em fungos. OM e IM representam
a bicamada lipidica da membrana citoplasmatica. Fonte: Adaptado de Soares et al., 2016.

Enzimas quitinoliticas sdo amplamente encontradas em uma variedade
de organismos, incluindo bactérias, fungos, plantas, invertebrados
(principalmente nematéides, insetos e crustaceos) e todas as classes de
vertebrados (KARTHIK et al., 2014; HAMID, 2013). As quitinases constituem as
Familias 18, 19 e 20 da superfamilia das B-glicohidrolases (SCHRANK;
VAINSTEIN, 2010).

As glicosil hidrolases (EC 3.2.1.-) sdo um grupo generalizado de
enzimas que hidrolisam a ligag&o glicosidica entre dois ou mais carboidratos ou
entre um hidrato de carbono e uma porcdo nao hidratada. A nomenclatura
enzimatica IUBMB das glicosil hidrolases se baseia na especificidade do
substrato e eventualmente em seu mecanismo molecular (CaZy - Carboydrate-

Active enZYmes Database - www.cazy.org)
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A Familia 18 das glicosil hidrolases é constituida pelas quitinases da
classe lll, podendo ser encontradas em fungos e em plantas e pelas quitinases
da classe V, que sdo encontradas principalmente em bactérias, podendo
também ocorrer em virus, sendo a familia mais diversificada em termos
evolutivos (DUO-CHUAN, 2006). Quando encontradas em fungos, Quitinases
da Familia 18 (Figura 3) possuem uma estrutura composta basicamente por
cinco motivos/regides: uma regidao N-terminal de peptideo sinal, um dominio
catalitico, uma regido rica em treonina/serina, uma regiao de ligagédo a quitina e
uma extensa regiao C-terminal (DUO-CHAN, 2006).

A

Figura 5. Estrutura tridimensional de quitinases de fungos. A. Neosartorya fumigata (1WNO).
B.Saccharomyces cerevisiae (2UY4). Fonte: Protein Data Bank, 2018.

A regulacédo da expressao de quitinases secretadas é mediada por um
sistema de inducao-repressdo, onde a quitina, a cuticula de diversos
hospedeiros e/ou uma pequena quantidade de GlcNAc (0,1-0,5%) induzem a
expressdo de quitinases no meio extracelular. De outro modo, a glicose, as
concentracdes mais elevadas de GIcNAc (1%) e o aminoacido alanina, regulam
negativamente a expressao de quitinases por repressao catabdlica (BARROS
et al., 2010).

O sitio ativo de quitinases da familia GH18 € constituido pelo motivo
DXXDXDXE, sendo o glutamato (E) o aminoacido responsavel pela doacao de
elétrons durante a hidrélise do substrato (HUANG et al., 2012).
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Em geral, a hidrélise de uma ligacao glicosidica é catalisada por dois
residuos de aminoacidos da enzima: um acido geral (doador de prétons) e um
nucledfilo como base (BOKMA, 2002). As quitinases possuem um residuo de
Asparagina (Asp) e Glutamato (Glu) no sitio catalitico, podendo ser doadores
de proétons ou agir como nucledfilos (HENRISSAT, 1999).

As quitinases das Familias 18 e 19 possuem estruturas tridimensionais e
mecanismos moleculares completamente diferentes, desta forma, né&o
compartilham similaridade em suas sequéncias de aminoacidos, indicando que
estas familias possuem ancestrais distintos (PERRAKIS et al., 1994)

Nos fungos, as quitinases sao utilizadas nos processos de
desenvolvimento e estdo envolvidas com a nutrigdo e morfogénese (HARTL;
ZACH; SEIDL-SEIBOTH, 2012; SEIDL, 2008). Ja as quitinases produzidas
pelas plantas fazem parte do mecanismo de defesa contra organismos que
possuem quitina em sua estrutura (GRAHAM; STICKLEN, 1994).

Além das diferentes fungdées que as quitinases desempenham nos
organismos onde sao encontradas, essas proteinas tém atraido grande
interesse do ponto de vista biotecnologico, em virtude das diversas
aplicacbes potenciais que as mesmas podem ter. Assim, quitinases podem
ser utilizadas para converter biomassa contendo quitina em derivados
Uteis, serem exploradas para o controle de fungos patogénicos e insetos-praga
que atacam culturas agricolas (FANG; AZIMZADEH; ST LEGER, 2012).

3.5 APLICACOES DA QUITINASE

As quitinases sdo de grande interesse biotecnoldgico, pois podem ser
utilizadas na bioconversao da quitina em derivados Uteis, serem exploradas no
biocontrole de fungos e insetos patogénicos, além de serem empregadas em
cuidados com a saude humana, como por exemplo, no uso de preparagdes
oftalmicas com quitinases e microbicidas (GOMAA, 2012). Alguns produtos da
bioconversao da quitina, como os quito-oligossacarideos, possuem importancia
médica, com agdo antitumoral, anti-inflamatéria e antifingica (AAM et al.,
2010). Além disso, mondémeros de GIcNAc podem ser usados como adogantes
e suplementos nutricionais (HUANG et al., 2012; PATIL; JADHAV, 2014).

Na agricultura, as quitinases sao amplamente utilizadas no

combate a pragas como fungos e artrépodes. Entre os métodos usados esta
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a produgéo de quitinases recombinantes e a aplicagdo direta de genes de
quitinases fungicas em plantas, como na produgdo de plantas mais
resistentes para a lavoura do tabaco (ALVES, 2002; ROBY et al., 1988).

Destaca-se seu uso como solubilizante de vitaminas e minerais,
cicatrizante, além de ser usado como componente estrutural de implantes e
suturas cirargicas (AZEVEDO et al., 2007). Podendo ser utilizadas também
no clareamento de aguas residuais, em produtos fotograficos, em agentes
quelantes de metais pesados e na otimizacdo do processo de producao de
etanol (HAKI, RAKSHIT, 2003; HOWARD et al., 2003).

Quitinases termoestaveis apresentam uma série de vantagens para a
aplicagdo em processos biotecnologicos. Reduzem o risco de contaminacéo
por microrganismos mesofilos, favorecem a solubilidade de substratos e
produtos, e aumentam as taxas de reacao por reducado da viscosidade e por
aumento do coeficiente de difusdo dos substratos. Além disso, apresentam
resisténcia a acdo de proteases e a desnaturagdo por alguns solventes
organicos (GOMES et al., 2007).

Por estes motivos a aplicacdo de quitinases para a producado e
comercializacao de quitina e seus derivados é cada vez maior na industria
privada (HAKI; RAKSHIT, 2003).

3.6 QUITINASES DO FUNGO Moniliophthora perniciosa

O grande interesse no estudo das quitinases é principalmente devido as
suas propriedades antifungicas (MATROUDI et al., 2008). A atividade inibitéria
das quitinases esta relacionada com a proporcao de quitina presente na parede
celular de cada fungo. Aqueles fungos cuja proporcao de quitina na parede
celular for menor, serdo menos susceptiveis as quitinases, visto que este é o
unico substrato presente na parede sobre o qual a enzima pode atuar (YAN et
al., 2008).

Lopes (2005) ao analisar os genes relacionados ao sistema quitinolitico
de M. perniciosa, descreve um gene de quitinase que sintetiza quitinases da
classe |, essenciais a degradacao do polimero de quitina, componente principal
da parede celular de fungos (HOWARD et al., 2003; DUO-CHUAN, 2006).
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Galante et al.,, (2012) descrevem a purificacdo parcial da enzima
quitinase de M. perniciosa, um sistema quitinolitico composto por quatro
isoenzimas, das quais, duas possuem caracteristicas cinéticas semelhantes.
Todas as enzimas possuem atividade maxima entre 50 e 70 °C, o que as
tornam termoestéveis.

Um gene codificante desta proteina, denominado MpChi, foi identificado
durante a inspecdo de bibliotecas de RNA-seq de vassouras verdes e
destacou-se por estar entre 0s genes mais expressos pelo fungo no estagio
infectivo da doencga vassoura de bruxa. Neste sentido, a elevada expressao
deste gene durante a colonizacdo do cacaueiro por M. perniciosa foi uma
evidéncia que levou a inspecao do sitio ativo da enzima codificada por este
gene. Notavelmente, verificou-se que esta proteina possui uma substituicdo de
um importante aminoacido do seu sitio catalitico (glutamato 167 substituido por
uma glutamina). Esta mutacao, artificialmente realizada em quitinases de vérios
outros organismos, resulta na completa extincdo da atividade quitinolitica da
enzima. Diante de seu padrao de expressao e possivel auséncia de atividade
quitinolitica, formulou-se a hip6tese de que a proteina MpChi seria um
mecanismo de protecdo de M. perniciosa contra quitinases produzidas pela
planta. Esta protecdo poderia ser alcancada pela ligacdo da proteina a parede
celular do fungo, blogueando o acesso das enzimas hidroliticas da planta
(TEIXEIRA et al., 2003).

3.7 CARACTERIZAGAO ESTRUTURAL DE PROTEINAS

3.7.1 Bioinformatica estrutural aplicada ao estudo tridimensional de proteinas

A funcdo de uma proteina pode ser determinada pela sua estrutura
tridimensional e ndo apenas por sua sequéncia de residuos de aminoacidos. A
estrutura de uma proteina é peca de um interessante quebra-cabeca chamado
proteoma (LESK, 2001). Na era pds-genémica, a protedbmica juntamente com o
entendimento estrutural e funcional das proteinas tem sido o foco dos estudos
(DA SILVEIRA, 2005) que permitram a separagdo, identificacdo e
caracterizacao das proteinas (DORN e DE SOUZA, 2010; LESK, 2008).

O conceito de Bioinformatica pode ser definido como o uso de

computadores aliado as mais diversas areas do conhecimento para o
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armazenamento das informagdes biolégicas ligadas a descobertas no campo
cientifico bioldgico, representando a interacao entre a biologia e a informatica.
(PACHECO, 2009).

Nesse sentido, a Bioinformatica Estrutural € a conceituacao da biologia
em termos de moléculas, no sentido fisico-quimico, e a aplicagdo de técnicas
de informatica (provenientes de diversas areas do conhecimento) para
entender, organizar e explorar a informacdo estrutural associada a essas
moléculas em grande escala (LUSCOMBE et al., 2001)

A bioinformatica estrutural tem como principal objetivo a representacao,
armazenamento, recuperagdo, analise e visualizagcdo da informacao estrutural
das proteinas. A criacdo dessa sub-area da bioinforméatica se deu pelo
aumento no numero de estruturas tridimensionais disponiveis em bancos de
dados, como o PDB (Protein Data Bank) cujo propésito é armazenar e distribuir
estruturas proteicas de forma organizada (BERMAN et al., 2006). Os bancos de
dados desempenham papel fundamental nos estudos das estruturas de
proteinas, pois € a fonte basica de informacdes para a predicao, analise e o
estudo das estruturas.

Um dos principais desafios da Bioinformatica Estrutural & entender como
a informacdo decodificada em uma estrutura primaria de uma proteina,
possibilita a formacao de sua estrutura tridimensional. Esforcos tém sido feitos
em todo o mundo, no sentido de elucidar o maior niumero possivel de
estruturas tridimensionais de proteinas (CHRISTODOULQOU et al., 2001; DURU
et al., 2013).

Algumas técnicas podem ser aplicadas para a obtencdo dessas
estruturas, como cristalografia de raios X, difracdo de néutrons e ressonancia
magneética nuclear (RMN), porém muitos problemas persistem. A obtengéo de
amostras em quantidade suficiente para os ensaios necessarios é, em muitos
casos, dificil e os cristais obtidos nem sempre tém a qualidade necessaria para
o trabalho experimental (VAAJE-KOLSTAD et al.,, 2005). Além disso, as
proteinas de membrana celular raramente cristalizam e dificiimente podem ser
tratadas de modo satisfatério por RMN.

A variabilidade e o volume das informagcbes sobre estruturas de
proteinas contribuem diretamente no desenvolvimento e aprimoramento dos

métodos de predicdo. Em vista disso, foram desenvolvidos outros métodos de
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elucidacao de estruturas tridimensionais de proteinas, onde é possivel, a
principio, predizer essas estruturas a partir de sua estrutura primaria. Dentre
estes métodos, 0 mais conhecido é o de modelagem comparativa de proteinas
(DEMAIN et al., 2009; BIASINI et al., 2014).

3.7.2 Modelagem Molecular Comparativa

A modelagem comparativa (“comparative protein modeling”), é a
ferramenta mais bem sucedida de predicdo de estruturas tridimensionais de
proteinas (ESWAR et al.,, 2006; BOKMA et al., 1997). Baseados nessa
abordagem em nivel molecular, alguns padrdes gerais tém sido observados no
processo de evolucao bioldgica (PACHECO, 2009) como: (a) identidade entre
sequéncia de aminoacidos implica em semelhanca estrutural e funcional; (b)
proteinas homélogas apresentam regides internas conservadas (principalmente
constituidas de elementos de estrutura secundaria: a-hélices e folhas-p); (c) as
principais diferengas estruturais entre proteinas homdlogas ocorrem nas
regibes externas (loops) que ligam os elementos de estrutura secundaria
(PACHECO, 20009).

Modelos comparativos podem ser Uteis na identificacao do sitio ativo e
de interacoes moleculares (RING et al., 1993), em desenhos para testes de
hipotese sobre fungao de proteinas mutantes (BOISSEL et al., 1993; WU et al.,
1999), em simulagdes de acoplamento molecular entre proteina-proteina ou
proteina-ligante (VAKSER, 1997), para refinar modelos baseados em restricoes
de RMN (MODI et al., 1996) e para confirmar uma relacao estrutural remota ou
putativa (GUENTHER et al., 1997).

Para a construgdo de um modelo tridimensional por modelagem
comparativa é necessario um molde de estrutura conhecida, que compartilhe
similaridade nas sequéncias dos residuos de aminoacidos estatisticamente
significativas, em padrdes observados no processo de evolucao biolégica, para
garantir a estrutura aproximada de uma proteina alvo (PINHEIRO , 2011). No
entanto, esse modelo deve basear-se em uma estrutura 3D da familia de
proteinas em questdo que tenha sido elucidada por técnicas experimentais e
que a sequéncia de residuos de aminoacidos seja conhecida. Entretanto, é
necessario que entre ambas as sequéncias (problema-molde), haja um grau de
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identidade (quantifica a porcentagem de caracteres idénticos entre duas
sequéncias e é conseguida através do alinhamento das sequéncias) de pelo
menos 30% (VERLI, 2014; PACHECO, 2009).

A busca pelos moldes realizada para a identificacdo dos moldes
estruturais pode ser feita facilmente com o auxilio de ferramentas de buscas
online disponiveis e gratuitas (BLAST/NCBI - https://blast.ncbi.nim.nih.gov).
Estas ferramentas realizam alinhamentos locais que avaliam o grau de
identidade dos residuos de aminoacidos entre as sequencias alvo e molde,
assim como avaliam a extensao do alinhamento e a familia proteica que melhor
se candidata para molde (VERLI, 2014). Varios programas e servidores podem
ser utilizados para a construcdo dos modelos comparativos, dentre os mais
utilizados estdo: o método de modelagem pela satisfagcdo de restricoes
espaciais ("modeling by satisfaction of spatial restraints") implementado no
programa MODELLER (ESWAR, 2006) e o método de modelagem pela uniao
de corpos rigidos ("modeling by rigid-body assembly"), implementado no
programa SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org/) (BIASINI, 2014).

O programa MODELLER adquire restricdbes espaciais somente de
estruturas conhecidas homologas, ou seja, estruturas que estejam contidas na
biblioteca do programa. A metodologia através da unido dos corpos rigidos
também pode ser empregada na modelagem comparativa. Nesta metodologia,
a construgcdo da proteina-problema ocorre por meio das transferéncias de
coordenadas atébmicas dos moldes utilizados. Apds o alinhamento entre as
sequéncias molde e problema, os residuos sdo sobrepostos e trocados, mas as
coordenadas espaciais sao mantidas (GOLDSMITH-FISCHMAN; HONIG,
2003). Essa técnica baseia-se na divisdo das estruturas das proteinas em trés
conjuntos: cadeias laterais, alcas e as regides centrais conservadas. Dessa
forma, cada regido da molécula participa separadamente na construcdo do
modelo, no entanto a geometria molecular é preservada considerando-se um
conjunto de ligacdes ou distancias entre os sitios da molécula, cujos
cumprimentos sao fixos (COUTINHO, MORGAN, 2007). Em vista disso, neste
trabalho, propde-se a caracterizacdo molecular de quitinases de M. perniciosa
e a obtencdo de estruturas 3D por modelagem comparativa de sequéncias
obtidas do genoma como ferramenta de sele¢cdo para produgdo futura de
formas recombinantes. Esta producédo pode atender a demanda existente por
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esta enzima - bem orientada para o controle de patégenos - e promover 0

avanco de atividades produtivas incipientes na Bahia (Brasil).

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 CULTIVO DO FUNGO

O Moniliophthora perniciosa CCMB561 foi cedido pela Colegcdo de
Culturas de Microrganismos da Bahia (CCMB). A ativacdo do fungo foi
realizada em meio BDA, contendo 250 g de batata, 25 g de agar, 20 g de
Dextrose e agua destilada, para posterior repique em meio indutor. Para o
crescimento do fungo foi utilizado meio WY, contendo 40 g de farelo de trigo; 6
g de extrato de levedura; 1 g de KoHPOy; 0,2 g de MgSOy; 0,2 g de KCL e agua
destilada. O cultivo permaneceu entre 10 e 14 dias em estufa B.O.D a25°C e a
27°C.

4.2 EXTRACAO DE RNA TOTAL

Os RNAs necessarios para os estudos foram extraidos do fungo usando
o reagente Trizol (Invitrogen) de acordo com o protocolo proposto pelo
fabricante, com modificagbes, ou o kit Miniprep RNA Direct-zol™ (Zymo
Research®). Todos os utensilios utilizados neste processo (como cadinhos,
espatulas e pildao) foram pré-tratados com 70% de hipoclorito de sédio
(comercial), 70% de isopropanol e 70% de etanol para inibir a acdo de RNAses.

Para a extracdo de RNA a partir do reagente Trizol, o micélio do fungo
cultivado em meio WY foi removido integralmente da placa de Petri para um
cadinho com o auxilio de uma espatula, removendo o maximo de meio de
cultura que estivesse aderido. Em seguida, um pequeno volume de nitrogénio
liquido foi adicionado ao cadinho e o material foi macerado com npistilo.
Posteriormente, com auxilio da espatula, o micélio macerado foi transferido
para um microtubo de 2 mL contendo 1 mL do reagente Trizol (Invitrogen), e
homogeneizado vigorosamente em agitador de tubo por 5 segundos. Essa
mistura foi incubada em gelo por 5 minutos. Logo apés, foi adicionado 200 pL
de cloroférmio e agitou-se a mistura manualmente por 15 s, incubada por 2-3
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minutos em gelo e, em seguida, centrifugada a 12.000 x g por 10 min, a 4°C. O
sobrenadante foi transferido para um novo microtubo no qual foi adicionado
500 uL de isopropanol, e a mistura foi incubada em gelo por 10 minutos e
posteriormente centrifugada a 12.000 x g por 10 min a 4°C. Apds a
centrifugacdo o sobrenadante foi descartado, o pellet formado foi lavado com
etanol 75% e novamente centrifugado a 7500 x g, por 5 min a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o pellet seco foi ressuspenso em 40 uL de agua
RNAse-free. Por fim, o RNA foi armazenado a -80 °C.

A segunda técnica utilizada para a extracdo de RNA foi realizada
utilizando o kit Direct-zol RNA Miniprep™ (Zymo Research®), utilizando
também os procedimentos iniciais de maceracao do micélio do fungo com
nitrogénio liquido e transferidos para tubos contendo 1 mL do reagente Trizol,
de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante. Em ambas as técnicas,
todos os reagentes foram mantidos em gelo.

Os RNA extraidos foram analisados quantitativamente por
espectrofotometria em comprimentos de onda de 260 e 280 nm (Lite
NanoDrop, Thermo Scientific). Além da concentragdo de acidos ribonucleicos,
a analise espectrofotométrica indicou o padrao de qualidade de cada amostra a
partir do resultado obtido pela razdo 260/280 nm.

As amostras foram inspecionadas por fotodocumentacdo gerada no
programa L.pix EX (Loccus Biotecnologia®) apés 30 minutos de execucgao
eletroforética a 100 V e 80 mA em gel de agarose a 1% dissolvido em tampao
Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1x e corado com 3 ul de SYBR ® Green (Bio-Rad).

Para a eletroforese, utilizou-se um marcador 1000 pb (Invitrogen).
4.3 SINTESE DO DNA COMPLEMENTAR

A sintese de cDNA foi realizada por técnica de transcricdo reversa
usando a enzima Transcriptase reversa M-MLV (Promega®), realizada em
duas etapas. No primeiro passo foi adicionado em um microtubo estéril de 200
Ml, 2 ug de RNA total, 1 ul de Oligo dT (0,5 ug / pl) e 11 ul de agua nuclease
free. A reacao foi incubada em um termociclador a 70 ° C durante 5 minutos.
Apéds 5 minutos, a amostra foi rapidamente resfriada em gelo. O segundo
passo foi a adicao de 5 pl de tampao 5x, 2 yl de dNTPs 10 mM, 1 ul de enzima
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M-MLV e 25 ul de agua nuclease free. A reacao foi incubada a 37 ° C durante 1
hora e armazenada a -20 °C.

4.4 DESENHO DE INICIADORES ESPECIFICOS (PRIMERS) PARA A
SEQUENCIA DA PROTEINA EM ESTUDO

Os iniciadores para a sequéncia da proteina quitinase foram
desenhados a partir da sequéncia 16246 cedida pelo professor Dr. Gongalo
Amarante Guimaraes Pereira do Laboratério de Genémica e Expressao Génica
— UNICAMP. Além disso, os iniciadores concebidos para a sequéncia de
codificacdo da quitinase descrita por Teixeira et al., (2013) foram sintetizados
(5'GAATTCGGATGCAAACCGAAAAATTACS e
5'AAGCTTCTACTTGGACAATCCGGCACS).

Para os pares de iniciadores contendo sequéncia de codificacao
completa para quitinases foram adicionadas sequéncias correspondentes a
sitios de restricao de Ndel e Hindlll compativeis com a clonagem em vetores
de expressao pET-28a, tendo em vista futuros experimentos de expressao.
Para verificar a estrutura de cada iniciador, porcentagem de conteudo de C/G e
temperatura de fusao (Tm), 0 programa gratuito
https://www.idtdna.com/calc/analyzer foi usado.

4.5 AMPLIFICACAO DO DNA COMPLEMENTAR

Para a amplificagdo do cDNA, a técnica de reacdo em cadeia de
polimerase (PCR) foi realizada usando 1 pL (0,5 pM) dos iniciadores
especificos desenhados e a primeira cadeia de cDNA como modelo. Foram
utilizados trés kits diferentes de PCR com Taq Polimerases convencionais. O
primeiro foi Taq convencional (Invitrogen), seguindo as instru¢cdes do
fabricante. O kit TopTaq Master Mix (Qiagen) também foi usado nos casos em
que o kit convencional ndo mostrou resultados satisfatérios. Outra polimerase,
Platinum Taqg polymerase (Invitrogen) foi testada para reacdao de PCR, de
acordo com as recomendacgdes do fabricante. A PCR conteve a condicdo de
reacao descrita na tabela 1.
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Em todos os protocolos foi seguida a recomendacéao do fabricante para
as condi¢des de reacao, utilizando temperatura de anelamento variante de 57-
60°C, dependendo do valor de Tm de cada primer.

O produto final foi analisado por eletroforese em gel de agarose a 1%
com a imagem capturada do gel com a L.pix EX (Loccus Biotecnologia®) para
verificar a presenca do fragmento especifico amplificado.

Tabela 1. Pardmetros de reagdo de polimerase em cadeia de sequéncias codificantes de
quitinases a partir de cDNA utilizados para todos os kits

Condicgoes de Reacao Ciclos
Desnaturacao inicial 94°C — 3min 1
Desnaturacao 94°C — 45 seg 35
Anelamento 57-60°C - 30 seg 35
Extenséo 72°C —1 min 35
Extensdo final 72°C —10 min 1
Hold 4a10°C 1

4.6 OBTENGAO, IDENTIFICACAO E ANALISE DA ESTRUTURA PRIMARIA
DAS SEQUENCIAS CODIFICANTES OBTIDAS A PARTIR DO GENOMA

Posteriormente, 20 sequéncias traduzidas de enzimas das familias
GH18 e GH19 (Glicosil Hidrolases 18 e 19) foram obtidas a partir do
sequenciamento completo do Genoma de Moniliophthora perniciosa fornecido
pelo Professor Dr. Gongalo Amarante Guimaraes Pereira do Laboratério de
Gendmica e Expressdo Génica da UNICAMP e analisadas quanto a sua
estrutura primaria para posterior construcdo das estruturas tridimensionais das
quitinases por modelagem comparativa.

Inicialmente, o alinhamento individual das sequéncias foi realizado
usando a ferramenta BLASTp (JOHNSON et al.,, 2008) para identificar os
dominios da proteina presentes e confirmar a familia e o papel de cada enzima.
O numero e a posicao dos residuos de aminoacidos do dominio da proteina
foram registrados. Assim, somente as sequencias cujo dominio GH18 ou 19
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foram reconhecidos, seguiram para modelagem. Além disso, para identificar os
sitios ativos, bem como a sua posi¢do e os residuos envolvidos na catalise, o
servidor ProSite (https://prosite.expasy.org/) (DE CASTRO et al., 2006) foi
utilizado. A ferramenta ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/), ainda

estimou o peso molecular de cada enzima.

4.7 SELECAO DE PROTEINAS MOLDE E CONSTRUGCAO DOS MODELOS
3D POR MODELAGEM COMPARATIVA

Para a construcdo dos modelos para as sequéncias do genoma, a
primeira etapa foi a busca por moldes. O alinhamento da sequéncia de cada
sequéncia foi feito contra o banco de dados do Protein Data Bank (PDB -
https://www.rcsb.org/) usando a ferramenta BLASTp, no servidor do NCBI, com
selecdo da matriz de alinhamento BLOSUMG62. Para a confirmagdo da
qualidade das sequéncias das proteinas empregadas como moldes estruturais
foi feita a busca por moldes diretamente no servidor da plataforma SWISS-
MODEL (BIASINI et al.,, 2014). Esta ferramenta busca por sequéncias
depositadas no PDB (que apresentam estrutura cristalografica definida) e
permite encontrar modelos segundo as recomendagdes encontradas na
literatura (VERLI, 2014).

Para selecionar os moldes, a identidade sequencial maior que 30%, a
resolucdo da estrutura cristalografica <2,0 A e a presenca de ligante foram os
requisitos empregados para a filtragem considerando o tamanho da proteina
molde e a cobertura de alinhamento.

As regides estruturalmente conservadas e regides variaveis foram
localizadas por intermédio dos algoritmos disposto no T-COFFEE
(NOTREDAME, 2000).

A etapa de busca por moldes para construcao dos modelos s6 se aplica
a utilizacdo do SWISS-MODEL, pois o programa MODELLER realiza quase
todos os estagios da modelagem molecular, desde a busca por melhores
moldes até a construcdo dos modelos propriamente ditos.

4.8 MODELAGEM COMPARATIVA
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Apbs a escolha dos modelos, um alinhamento com as sequéncias foi
realizado usando a ferramenta CLUSTALQ
(https://toolkit.tuebingen.mpg.de/#/tools/clustalo). Os programas MODELLER
9v19 (ESWAR, 2006) e SWISS-MODEL foram utilizados para a construgcao de
modelos.

4.9 AVALIAGAO DOS MODELOS 3D

Para avaliar a qualidade da estrutura gerada, os melhores modelos (com
ou sem ligantes) foram submetidos a analise estereoquimica utilizando a
plataforma MolProbity (http://molprobity.biochem.duke.edu/) (HINTZE et al.,
2016), onde foi possivel gerar o grafico de Ramachandran (RAMACHANDRAN;
SASISEKHARAN, 1968). Ainda com a finalidade de avaliar a qualidade da
estrutura do modelo, foram utilizados os valores de QMEAN gerados pelo
SWISS MODEL. Além disso, as ferramentas PDBsum
(https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/pdbsum/Generate.html) e
Chimera (PETTERSEN et al., 2004) foram utilizadas para visualizacado das
estruturas secundarias dos modelos. No final de todo processo, o modelo foi
validado através do programa Atomic Non-Local Enviroment Assessment
(ANOLEA). Este programa calcula a energia de conformagéao de cada residuo
da cadeia lateral da proteina (MELO, 1998).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EXTRACAO DO RNA TOTAL

Foram realizadas extracdes de RNA total, a partir do micélio do fungo,
quantificadas no espectrofotometro NanoDrop Lite (Thermo Fisher Scientific),
onde obteve-se 0s seguintes dados para extracao com Trizol e com o kit Direct-
zol Plus (Zymo Research®) (Tabela 2).

O fungo cresceu em meio WY em condicdes em que o farelo de trigo
estava bem triturado (Figura 6). O tempo de crescimento de 8-10 dias para esta
cepa apresentou massa micelial suficiente para a extracao de RNA. Segundo
Meinhardt et al., (2006), as experiéncias de expressao de genes in vitro com 0s
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micélios deste fungo foram cultivados durante 7 dias, apresentando bom
crescimento. Como a expressao da quitinase € essencial para o crescimento
do fungo, esse meio foi considerado satisfatorio para experiéncias de extracao
de RNA.

Figura 6. Crescimento do fungo M. perniciosa em meio WY a 25°C durante 9 dias. Fonte:
Autor, 2018.

Diferentes composicoes de meio de cultura podem interferir com o
crescimento micelial e o metabolismo fungico, o que afeta diretamente a
expressao génica e a produgédo de enzimas (TEIXEIRA et al., 2013). Em vista
disso, de acordo com os dados obtidos, sugere-se que o ideal é cultivar este
fungo em grandes placas para proceder a extracao de RNA enquanto o fungo
esta crescendo (melhor condicao para a expressao da quitinase).

Tabela 2. Analise quantitativa e qualitativa obtidos no espectrofotdmetro NanoDrop do RNA
extraido pelo método tradicional com Trizol de M. perniciosa e pelo kit Direct-Zol Plus da Zymo
Research®

x = Relacbes de Relacbes de
Extragao Con(cer/\t:_a)gao absorbancia absorbancia
o ] HO/H (A260/280) (A260/230)
Identificacao Método
2016 - 1 Kit Zymo 36,6 1,84 3,07
2016 - 2 Kit Zymo 32,1 1,01 0,97
2017 -3 Tradicional 1,26 2,08 1,03

2017—-4 Tradicional 1,79 1,93 0,61
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2017 -5 Tradicional 1,36 1,94 0,80
2017 -6 Tradicional 1,64 2,02 4,1
2017 -7 Tradicional 2,14 1,72 5,35

Tanto o método tradicional (Trizol) quanto o kit Zymo Research®
forneceram um RNA de alta qualidade com valores de relacdo A260 / 280 entre
1,8 e 2,0. Amostras com relacdes de absorbancia A260/230 acima de 1,8 sao
consideradas como produtos de extracbes com elevados niveis de agentes
contaminantes, como os fendis utilizados na extracdo do RNA total
(SAMBROOK, 2002). Solugdes puras de DNA e RNA possuem valores de
absorbancia A260/280 de cerca de 1,8 e 2,0 respectivamente.

Na eletroforese em gel de agarose, a integridade do RNA total foi
demonstrada pela presenca de bandas integras de RNAr de 28s e 18s (Figura
6). No método do Trizol, uma banda com alto peso molecular correspondente
ao DNA genbmico estava presente.

Apos alguns ciclos de cultivo em WY o fungo diminuia drasticamente seu
desenvolvimento, dessa forma, a reativacdo do fungo no meio BDA, seguido de
cultivo em média WY, foi ocasionalmente utilizada para fornecer uma extracao
de RNA bem sucedida.

m— 78S
— 18

A B

Figura 7. Eletroforese em gel de agarose 1% de extracdo de RNA de M. perniciosa. A) Método
tradicional usando Trizol (Invitrogen). B) Método Kit Direct-zol. Em destaque as bandas
correspondentes aos RNAr 28S e 18S.
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O RNA total extraido traz informacbes genéticas traduziveis em
proteinas, tornando-se a mais indicada para a caracterizacdo molecular de
sequencias proteicas. As moléculas fragmentadas originam uma ma qualidade
de dados; sdo obtidos bons resultados de extracdo quando o RNA é obtido
puro, integro e livre de contaminantes (RUEGGER et al., 2004).

Neste trabalho, os melhores resultados qualitativos de extracao foram
obtidos usando o método tradicional (Trizol), uma vez que o perfil de RNA no
gel de agarose demonstrou menor grau de degradacdo. Por outro lado, a
extracdo realizada com o kit Direct-zol forneceu um método simples e Gtil para
a purificacao de RNA, mostrando ser uma técnica mais rapida, mas fornecendo
um produto com maior grau de degradacao. Assim, a amostra de extracao do
método tradicional foi considerada satisfatéria e selecionada para a sintese de
cDNA.

5.3 DESENHO DE INICIADORES ESPECIFICOS (PRIMERS)

Os iniciadores direto e reverso para as sequéncias codificantes obtidas a
aprtir do genoma foram verificados quanto a temperatura de anelamento (Tm),
porcentagem de conteudo de GC e formacdo de estruturas secundarias
(hairpin, Self-dimer e Hetero-dimero) e entdo delineado e selecionado usando a
ferramenta online OligoAnalyzer 3.1 (Integrated DNA Technologies ®).

A insercdo de sitios de restricdo (em 5 ') nao interferiu com o
pareamento para a construcao e nem interferiu significativamente nos valores
de C/G%, Tm ou formacao de estruturas secundarias. Os iniciadores e suas
caracteristicas sdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3. Dados referentes aos primers diretos e reversos desenhados, a propor¢cdo de
Citosina e Guanina e a temperatura de anelamento (Melting)

Temperatura Tamanho

Conteudo de dos

Sequencia Sequencia

Nome original (5’-3’) Direcao de(oc/o)/ G anelamento insertos
(Tm, C) (pb)
5’_
GGAATCCA
. TATGATGA :
Chit_16246 _F Genoma GTTGGCAA Direto 38,9 59,8 1200
TATCTTCTA

ACC -3’
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5’-
GGCAAGCT

Chit_16246_R Genoma TTTAGAATG Reverso 45,2 61,8 1200

Chit_TEIX_F

CAGCAGAA
GGAAT -3’
5’-
GGACTCCA
Teixeira et TATGGGAT
al.,, (2013) GCAAACCG
AAAAATTAC
_3’
5’-
GGCAAGCT

Direto 42,4 60,8 1000

Teixeira et

Chit_TEIX_R TCTACTTGG Reverso 55,6 63,3 1000

al. (2013)  AcaATCCG

GC -3
5
GGCCACGC
oligodT - GTCGACTA - - > 50
GTACTTTT-
3

Diferentes parametros, tais como temperatura de anelamento e pares de
primers foram inicialmente testados para determinar a melhor condi¢cao para a

sintese e amplificacdo do produto especifico de cDNA.

5.4 SINTESE DO cDNA e AMPLIFICAGAO DO PRODUTO

Inicialmente, a sintese de cDNA a partir do RNA extraido e posterior
amplificagdo do produto de cDNA do micélio cultivado em WY por 10 dias foi
realizada com a Taq recombinante (Invitrogen), mas a analise em eletroforese
nao mostrou fragmentos amplificados esperados (1000 pb) para os dois pares
de primers utilizados.

No experimento com fungos cultivados em um periodo mais curto (8
dias), com a temperatura de anelamento de 58 °C, foi possivel observar a
amplificacdo (Top Taq Master Mix - Qiagen) de fragmentos proximos ao
tamanho esperado para o par de primers Chit_TEIX_F / Chit_TEIX_R, mas
ainda com fragmentos menores (provavelmente nao especificos). Para o par de
primers Chit_16246_F / Chit_ 16246 R também foi possivel detectar
fragmentos de amplificagcdo com tamanhos inferiores a 1000 pb (Figura 8).

Diferentes temperaturas de anelamento (57, 58, 59 e 60 ° C) e
polimerases também foram testadas para se obter o fragmento de 1000 pb sem
fragmentos inespecificos. A temperatura de anelamento a 58 °C utilizando o
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par Chit TEIX_F / Chit TEIX_ R e a Polimerase Taqg Platinum (Invitrogen)
deram os resultados de amplificagédo de acordo com o tamanho esperado.

3000
2000
1500

1000
850
650
500
400

300
200
100

Figura 8. Eletroforese em gel de agarose 1% da amplificagcdo do produto de cDNA de
quitinases em M. perniciosa. (M) Marcador de 1 kb Plus DNA Ladder. (1) Primers Chit_16246.
(2) Primers Chit_ TEIX.

Os primers aqui chamados Chit TEIX_F e Chit_TEIX_R foram
previamente utilizados para amplificar o gene MpChi do cDNA da vassoura
verde (Theobroma cacao) (TEIXEIRA et al., 2013). Os dados obtidos neste
trabalho, portanto, demonstram a eficiéncia desses iniciadores para amplificar

produtos de cDNA dessa cepa com tamanho um pouco inferior a 1000 pb.

Algumas tentativas de purificacdo do fragmento de maior peso molecular
foram feitas utilizando os kits Purelink Quick Gel Extraction (Invitrogen) e
Purificacdo de PCR Purelink (Invitrogen), mas sem éxito até o momento. Novas
condigcdes de amplificacdo para ambos os pares de primers poderdo ser
testadas com o objetivo de obter um fragmento Unico de 1000 pb.

A obtencdo de RNA e consequentemente o cDNA com boa qualidade
Sa0 passos necessarios para obter uma estratégia de clonagem de uma
sequéncia alvo em um vetor de expressao (DEMAIN et al., 2009). Com isso,

com a obtencao de um fragmento Unico amplificado préximo a 1000 pb, com a
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adicdo de sitios de enzimas de restricio compativeis com vetores de
expressao, apds confirmacdo e analise da de sequéncia, podera ser utilizado

para clonagem e producéo heterdloga.

Essa etapa molecular do trabalho descreveu com sucesso a
padronizacdo das etapas de cultivo do fungo, extracdo de RNA, sintese de
cDNA e amplificacdo da sequéncia codificante relativa a quitinases, a se
confirmar por sequenciamento. Sugere-se no momento também o desenho de
primers relativos as demais sequencias codificantes de quitinases
disponibilizadas pelo genoma de M. perniciosa que apresentem relacao
estrutural analisada por modelagem comparativa compativel com sua

funcionalidade, feita no tépico a seguir.

5.5 CARACTERIZAGCAO DAS SEQUENCIAS GH-18 DO GENOMA

As 14 sequencias de quitinases obtidas a partir do genoma foram
caracterizadas in silico; a partir dos dados obtidos pelas ferramentas Prosite e
ProtParam avaliou-se as caracteristicas bioquimicas das sequéncias
trabalhadas (tabela 4).

A partir da anélise de todas as sequéncias do genoma no Prosite foi
possivel localizar os residuos envolvidos no sitio catalitico, bem como suas
posicoes, e os residuos doadores de prétons para todas elas.

Para as sequencias 10765, 11696, 15737, 1679, 1680 observa-se sitios
cataliticos na posicao em torno de 140 a 160. Os doadores de protons estao
nas respectivas posicoes: 155 (E), 148 (E), 150 (E), 161 (E) e 156 (E). As
sequencias 4357 e 997 possuem sitios cataliticos na mesma posi¢éo, 184-192.
O doador de prétons (E) destas sequéncias encontra-se na posicao 192. Ja as
sequencias 10955 e 315 possuem sitio catalitico em posicdes mais diferentes,
sendo elas 430-438 e 327-335, respectivamente, enquanto 0s respectivos
doadores de prétons estdo presentes nas posicdes 438 (E) e 355 (E). Em vista
disso, pode-se destacar que a posicao 140-160 do sitio catalitico ocorre com
frequencia nas sequencias das quitinases apresentadas no presente trabalho.

Estudos realizados por Lu et al., (2002) com quitinase de Manduca sexta

revelaram a essencialidade dos residuos Glu146 equivalente ao Glu106 na
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quitinase de M. perniciosa. Diante disso, dependendo da posicao espacial dos
residuos cataliticos, a hidrélise ocorre por meio da retencao global ou inversao
geral da configuracdo anomeérica.

Os dados obtidos nesse trabalho indicaram como doador catalitico de
prétons o aminoacido Glutamato (E) entre a posicao 150 e 160 (Tabela 4),
sugerindo que os aminoacidos aqui descritos estdo dentro dos padrdes
descritos na literatura, refletindo similaridade com as quitinases de outros
fungos.

O numero de residuos das sequéncias selecionadas foi registrado,
identificando a posicdo dos dominios protéicos presentes e confirmando que
todas as sequencias das quitinases utilizadas pertencem a familia 18 das
Glicosil Hidrolases. Deste modo, devido a presenca de dominios e
reconhecimento dos aminoacidos do sitio catalitico em todas as sequéncias,

estas se tornaram habilitadas para a modelagem comparativa.

Tabela 4. Caracterizacdo Bioquimica da Sequencia de 14 Quitinases do genoma de M.
perniciosa pelas ferramentas Prosite e ProtParam

Sitio ativo (Prosite) ProtParam
Familia Sequéncia Posigao Residuos Doador N2 de Peso molecular (kDa)
de residuos
prétons
GH18 10765 147 - 155 LDGVDLDIE 155 (E) 485 51,35
GH18 10955 430-438 LDGIDFDwWE 438 (E) 716 77,74
GH18 11696 140 - 148 LDGLDFDwE 148 (E) 462 49,97
GH18 15210 130- 138 LDGLDVDyE 138 (E) 920 104,02
GH18 15579 225-233 LDGIDIDWE 233 (E) 492 53,65
GH18 15737 142 -150 LDGIDFDwE 150 (E) 423 45,88
GH18 16246 129 - 137 LDGLDFDwE 137 (E) 403 42,95
GH18 1679 153-161 LDGIDVDyE 161 (E) 998 107,32
GH18 1680 148 - 156 LDGVDIDyE 156 (E) 327 34,92
GH18 315 327-335 LDGIDIDfE 335 (E) 1327 142,57
GH18 4357 184 -192 LDGVDLDIE 192 (E) 495 51,77
GH18 5707 236 - 244 FDGVDIDwWE 244 (E) 1091 117,55
GH18 8805 242 - 250 FDGIDIDwWE 250 (E) 576 63,75
GH18 997 184 -192 FDGIDLDfE 192 (E) 509 55,10

A partir da analise de todas as sequéncias do genoma no Protparam
observou-se que o peso molecular das sequéncias de proteinas variou de
34,92 kDa (1680) a 142,57 kDa (315).
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Jaques et al.,, (2003) demonstraram que quitinases de Aspergillus
fumigatus, Aspergillus nidulans e Coccidioides immitis foram classificadas
como quitinases fungo/bactéria, com massa molecular de aproximadamente
46-48 kDa. Ja as quitinases fungo/planta apresentaram massa molecular de
83-97 kDa (JAQUES et al., 2003). As quitinases encontradas em fungos e em
plantas pertencem a classe lll, e as encontradas principalmente em bactérias,
podendo também ocorrer em virus pertencem a classe V (DUO-CHUAN, 2006).

Assim como ha uma grande variacao do numero de quitinases que estao
presentes nos diferentes fungos, o nimero de quitinases de cada subgrupo que
compdem a familia GH18 em um mesmo microrganismo também varia
consideravelmente. Contudo, as quitinases do subgrupo A apresentam peso
molecular entre 40-50 kDa e estao presentes em todos os fungos. Enquanto as
quitinases do subgrupo B, encontradas em fungos, apresentam peso molecular
bastante variavel, de 30-90 kDa. As quitinases do grupo C, presente
unicamente em fungos, sdo consideravelmente maiores que as outras com
peso molecular maior que 100 kDa, entretanto parecem nao estar presentes
em basidiomicetos (SEIDL, 2008).

Galante et al., 2012 afirmaram que o fragmento parcial da sequéncia de
quitinase modelada apresentou massa molecular de 21,62 kDa, refletindo
similaridade com as quitinases de outros fungos (DUO-CHUAN, 2006).

Dessa forma, os valores encontrados para peso molecular das
sequéncias indicam que todas sequéncias possuem similaridade com as
quitinases encontradas em outros fungos. Deste modo, sugere-se que a
maioria das sequencias estdo entre os subgrupos A e B, a sequéncia 1680 esta
presente no subgrupo B, e as sequéncias 15210, 1679, 315, 5707 se
enguadram no subgrupo C.

5.6 SELECAO E IDENTIFICACAO DOS MOLDES

Apo6s submissdao ao servidor SWISS-MODEL das sequéncias das
quitinases de M. perniciosa obtidas a partir do genoma, dois diferentes moldes
foram selecionados para cada quitinase.

Para as 14 sequéncias selecionadas (Anexo 1) um molde foi escolhido
para cada uma. Para isso, entre ambas as sequéncias (problema-molde),
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priorizou-se um grau de identidade de pelo menos 30% (VERLI, 2014;
PACHECO, 2009). Além disso, uma resolugcdo da estrutura cristalografica
menor a 2,4 A e a presenca de ligante também foram parametros para filtragem
(Tabela 5), para que na modelagem comparativa fossem contempladas as
relacdes funcionais e estruturais entre essas enzimas e os modelos fossem
gerados com menos imperfeicoes.

Avaliando os valores de qualidade dos moldes das sequéncias
selecionadas pelo SWISS-MODEL, observa-se que os valores de identidade
variaram entre 52,36% (1WNO) e 29,00% (3FY1). O molde 1TWNO apresentou
o maior percentual de identidade com a sequéncia 15210, além de 2,1 A de
valor de resolugéo e presenca de ligante, indicando valores satisfatérios para a
construcdo de um modelo por modelagem comparativa. Enquanto o molde
3FY1, apesar de apresentar 1,7 A de valor de resolucdo e presenca de
ligantes, exibiu o menor valor de identidade com a sequéncia 15579,
compreendendo menos de 30%. Quando duas enzimas compartilham
identidade sequencial maior que 30% existe a deducdo de que ha
ancestralidade comum entre elas (SANTOS FILHO & ALENCASTRO, 20083).
Assim, a proteina de interesse ndo seria homoéloga ao molde nas bases de
dados de proteinas quando alinhada ao molde 3FY1, o que tornaria inviavel os

estudos de modelagem por homologia.

Tabela 5. Caracterizagado dos Moldes selecionados para Sequencias alvo de Quitinases de M.
perniciosa

Sequencia Mqldes Identificacdo Identidade Resolucao .
do Selecionados do molde (%) (A) Ligantes
genoma (cédigo PDB) °
10765 2UY4 Endoquitinase 46,27 1,8 1 x AZM
10955 5GZT Quitinase 31,23 2.1 Nao
11696 2A3C Quitinase 35,03 2,1 2 x PNX
15210 1TWNO Quitinase 52,36 2,1 1 x MG, 1 x NDG
Quitinase
5 1 x NAA, 1 x
15579 3FY1 acidica (:!e 29,00 1,7 AMI. 1 x NA1
Mammalia
15737 4TXG Quitinase 29,48 1,8 11 xCS
16264 3ARQ Quitinase A 32,01 1,5 1 x DM5
Quitinase 1xMG, 1x CA,
1679 4TX8 30,92 2,2 1 x NAG, 4 x

provavel A FLC
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1680 4HME Quitinase 60 30,49 2,1 2 x NAG-NAG
315 5DEZ Quitinase A 31,94 2,3 6 x NAG
4357 2UY4 Endoquitinase 47,31 1,8 1 x AZM
5707 AWJX Quitotriosidase- 54 49 1,0 2x TLA
8805 1HKK Quitotri?sidase- 42,73 18 2XXANN|A|,A-2NXAZA’,\12
997 3G6M Quitinase 49,48 1,6 2 x CFF

Além disso, de todos os moldes selecionados a partir das sequéncias
analisadas apenas o 5GZT da sequéncia 10955 nao apresentava ligante. O
reconhecimento molecular entre o ligante e o alvo permite a selecdo de
moléculas com maior probabilidade de terem afinidade pelo sitio de ligacao.
Nessa abordagem, a presenca do ligante € de suma importancia, pois permite
avaliar o sitio catalitico dos modelos gerados. Desse modo, foi possivel
selecionar moldes para 12 sequencias (85,71%) dentro dos parametros
recomendados.

Através da analise das sequencias das proteinas obtidas foi possivel
identificar que todas as estruturas selecionadas foram elucidadas pelo mesmo
método experimental, a técnica de Cristalografia por difracdo de Raios X,
possuindo diferentes resolugdes. Além disso, demonstrou-se que os moldes
possuem origens diversas, podendo ser encontrados em diversos organismos,
como fungos, bactérias, plantas, virus e humanos, conforme descrito na tabela
6.

Tabela 6. Andlise da classificacdo, da origem e do método de determinagdo da estrutura
tridimensional dos moldes selecionados

Molde Classificacao Organismo Método

2UY4 Hidrolase Saccharomyces cerevisiae Difragcdo de Raios X
5GZT Hidrolase Paenibacillus sp. Difracdo de Raios X
2A3C Hidrolase Neosartorya fumigata Difracdo de Raios X
1WNO Hidrolase Neosartorya fumigata Difracdo de Raios X

3FY1 Hidrolase Homo sapiens Difragcdo de Raios X
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4TXG Hidrolase Chromobacterium violaceum Difragcdo de Raios X
3ARQ Hidrolase Vibrio harveyi Difragcdo de Raios X
4TX8 Hidrolase Chromobacterium violaceum Difracdo de Raios X
4HME Hidrolase Moritella marina Difracdo de Raios X

Autographa californica nuclear

5DEZ Hidrolase polyhedrosis virus Difracdo de Raios X
4WJX Hidrolase Homo sapiens Difragcdo de Raios X
1HKK Hidrolase Homo sapiens Difracao de Raios X
3G6M Hllgir&?jre/ Bionectria ochroleuca Difracao de Raios X

Do mesmo modo, foi possivel identificar proteinas com dominios
estruturais similares aos da sequencias em estudo, realizando uma busca pelos
dominios de cada sequéncia de quitinase, pelo NCBI, confirmando que todas
as sequencias das quitinases utilizadas pertencem a familia 18 das Glicosil
Hidrolases (Tabela 6). A existéncia das semelhancas entre as sequéncias e
modelos selecionados sugere que é possivel construir um modelo por
homologia da quitinase de M. perniciosa.

5.7 DESCRICAO E VALIDAGCAO DOS MODELOS GERADOS

5.7.1 Analise da qualidade global e local dos modelos gerados

A validacdo realizada no MolProbity gerou os gréaficos de
Ramachandran, considerando o percentual dos residuos dentro das regides
energeticamente favoraveis. Para fornecer estimativas de qualidade absoluta
globais e local, com base em um unico modelo, foi utilizado o QMEAN, gerado
pelo SWISS-MODEL. Desta forma, um estudo comparativo dos modelos
mostra que estes apresentam algumas diferencas na qualidade
estereoquimica, como demonstrado na tabela 7.

Tabela 7. Analise estereoquimica do grafico de Ramachandran e dos valores de QMEAN dos
modelos construidos de quitinases de M. perniciosa. Os modelos sublinhados estdo dentro dos
parametros de qualidade para ambas as analises.

Residuos em posicoes energeticamente
Modelo o QMEAN
favoraveis (%)
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10765 (2UY4) 91,3 -6,34
10955 (5GZT) 96,5 -3,13
11696 (2A3C) 88,5 -0,76
15210 (1WNO) 95,8 -2,95
15579 (3FY1) 92,9 -6,15
15737 (4TXG) 88,4 717
16246 (3ARQ) 85,8 -7,53

1679 (4TX8) 94,7 -4,19
1680 (4HME) 87,1 7,32
315 (5DEZ) 97,1 0,87
4357 (2UY4) 93,1 -2,93
5707 (AWJX) 95,1 -3,61
8805 (1HKK) 89,9 717
997 (3G6M) 97,2 -3,66

O Gréfico de Ramachandran (RAMACHANDRAN; SASISEKHARAN,
1968) considera satisfatério um modelo que possui pelo menos 90% dos
residuos dentro das regides energeticamente favoraveis (LASKOWSKI et al.,
1994; VERLI, 2014). Em vista disso, os dados gerados demonstraram que dos
12 modelos construidos, 9 apresentam percentual indicado para andlise da
funcionalidade das enzimas.

Por sua vez, o QMEAN é uma fungédo de pontuacdo composta com base
em diferentes propriedades geométricas. Os indices de QMEAN -4 ou abaixo
sd0 uma indicacéo de modelos com muito baixa qualidade (BENKERT, KUNZLI
e SCHWEDE, 2009). Para os modelos avaliados pelo QMEAN, dos 12 modelos
selecionados (Apéndice 2), 7 foram considerados modelos com boa qualidade
para analise da funcionalidade das enzimas.

Dessa forma, quando comparados pelos valores de Ramachandran e
QMEAN, os modelos 10955 (5GZT), 15210 (1WNO), 1679 (4TX8), 315 (5DEZ),
4357 (2UY4), 5707 (4WJX), 997 (3G6M) foram considerados satisfatérios para

a predicao e analise da estrutura 3D (tabela 7).
5.7.2 Analise estrutural dos modelos

Foram gerados 05 modelos a partir da selecéo realizada baseada na

identidade sequencial com o molde e qualidade dos modelos (Apendice 1).
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Contudo, somente 01 modelo foi selecionado (Figura 9) com base no critério de
visualizagcdo da imagem do melhor alinhamento entre moldes e sequéncias
para avaliagdo da relagao estrutural e funcional.

Uma notéria proximidade filogenética pode ser percebida na analise dos
moldes com identidade esperada comparada ao molde 3G6M, que se restringiu
a espécies de fungos semelhantes. Na modelagem, contribuiu para que fossem
contempladas as semelhancgas estruturais entre as enzimas.

O modelo selecionado 997 (3G6M) (Figura 9), apresenta 49,48% de
identidade sequencial com o molde, 97,2% de residuos energeticamente
favoraveis e QMean de -3,66.

Este modelo apresenta ainda um dominio catalitico com estrutura em
forma de barril a/B. Foi possivel verificar que o sitio catalitico esta localizado
em uma regido de barril B no intervalo entre os residuos 184-192. Como em

outras quitinases, esse modelo tem o motivo DxxDxDxE na cadeia, com

Glu192 como o residuo catalitico no meio da extremidade aberta do barril (a/B).

Figura 9. Modelagem Comparativa do modelo 997 (3G6M) gerado pelo MODELLER. Em
destaque, o sitio ativo com a presenca de 2 ligantes CFF (Cafeina). Fonte: Autor, 2018

Visto que a qualidade de um modelo criado por modelagem comparativa
depende de um grande numero de fatores, a partir de uma analise estrutural
observou-se uma baixa qualidade do modelo gerado pelo MODELLER, devido
a uma grande diferenga entre o nimero de residuos da proteina alvo e o molde
utilizado (3G6M), gerando uma grande quantidade de loops na estrutura da
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proteina modelada. Por outro lado, o modelo construido pelo servidor do
SWISS MODEL, obteve melhores parametros de validagéo. (Figura 10).

Figura 10. Modelagem Comparativa do modelo 997 (3G6M) gerado pelo SWISS MODEL. Em
destaque os ligantes CFF (Cafeina). Fonte: Autor, 2018

A qualidade de um modelo pode ser avaliada através da validacao, uma
etapa que pode ser realizada em diferentes momentos a fim de se selecionar o
melhor modelo, sendo esta crucial no processo de modelagem molecular
comparativa. Deste modo, uma avaliagdo estereoquimica foi realizada neste
modelo, através do grafico de Ramachandran, indicando 94,5% de residuos

energeticamente favoraveis e QMean de -1,11 (Figura 11).
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Comparison with Non-redundant Set of PDB Structures

Global Quality Estimate
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Figura 11. Estimativa da qualidade do modelo previsto pelo célculo do QMean (A)- Z score (B)
do Modelo 997 (3G6M) gerado pelo SWISS MODEL.

Devido a presenca do ligante inibidor CFF (Figura 12) é possivel fazer
uma melhor avaliagdo do sitio catalitico deste modelo. Segundo Yang (2010),
os residuos de aminoacidos que passaram por uma mutagénese sitio-dirigida
formaram ligagdes de hidrogénio com moléculas de cafeina, o que sugere que
esses residuos sdo importantes para a ligacdo do substrato e o processo

hidrolitico.
Trpl34a
_/_ H
"\
0
Tyrza2a
Trp381A

Figura 12. Imagem da posigao do ligante CFF (Cafeina) no molde 3G6M. Fonte: Protein Data
Bank, 2018

Nas quitinases da familia GH18 diferentes dominios sdo encontrados
(Figura 13). Enquanto algumas quitinases apresentam apenas o dominio
GH18, outras apresentam uma composi¢ao de diferentes dominios. O dominio
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GH18 contém as regides conservadas DxxDxDxE e S/AxGG, as quais
correspondem ao sitio catalitico e a regido de ligagdo ao substrato,
respectivamente (SEIDL, 2008).

O dominio catalitico das quitinases da familia GH18 possui uma
estrutura tridimensional caracterizada por um barril (B/a)s, ou barril TIM (triose
fosfato isomerase), com oito a-hélices e oito fitas B (FUNKHOUSER,;
ARONSON, 2007) e dominios nao cataliticos de ligacdo a quitina (SASAKI et
al., 2002). Além disso, hidrolizam as pontes glicosidicas, produzindo
fragmentos B-anoméricos do residuo de GIcNAc que ocupa o subsitio -1 do
sitio de ligacdo ao substrato da enzima (ISELI et al., 1996), e possuem

sensibilidade a alosamidina.

Peptideo Sinal

(80

celulose/quitina
Dominio de ligagao

THD) -
CBM1
@ 8ED- -

Figura 13. Representacdo esquematica dos dominios presentes em proteinas da familia 18
das glicosil hidrolases. Subgrupos sugeridos por Seild et al., (2005). Presenca de diferentes
moédulos caracterizam os subgrupos de quitinases. GH18- dominio catalitico das glicosil
hidrolases da familia 18; PS — Peptideo sinal; CBM1 — dominio de ligacdo a celulose/quitina;
CBM18 — dominio de ligagao a quitina; CBM50- dominios peptideoglicanas/quitina ou dominios
LysM. Os parénteses indicam que a presenga de determinado dominio ndo é obrigatéria.
Fonte: Adaptado de JUNGES, 2014.

As quitinases dos subgrupos A e C apresentam o sitio de ligacdo ao
substrato em formato de tunel, com profundidade, formando uma estrutura
tridimensional indicando atividade de exoquitinase. As quitinases do subgrupo
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B apresentam um sitio de ligacdo ao substrato mais aberto e pouco profundo,
normalmente encontrado em endoquitinases (EIJSINK et al., 2008).

De acordo com os resultados obtidos, dentre os 5 modelos selecionados
para analise estrutural (Apendice 1), todos os modelos apresentam em suas
estruturas dominios cataliticos em forma de barril a/f. Enquanto os sitios
cataliticos desses modelos foram identificados em regido de barril . Segundo
Hollis et al., (2000) o dominio catalitico das quitinases da familia 18 apresenta
uma estrutura em forma de a/p TIM BARRIL em Coccidioides immitis. Portanto,
0os modelos gerados neste trabalho refletem similaridade com quitinases da
familia 18 quando encontradas em fungos. Além disso, a presenca de ligantes
possibilitou uma melhor avaliagdo dos sitios cataliticos dos modelos,

analisados através de um alinhamento estrutural.

5.7.3 Alinhamento estrutural

O alinhamento entre o molde 3G6M e o0 modelo 997 gerado pelo SWISS
MODEL (Figura 14), realizado com o programa CHIMERA, apresentou 48,19%
de identidade e o desvio (RMSD) da cadeia principal do modelo em relagao ao
molde foi de 0,276 A.

Figura 14. Alinhamento sequencial da Modelagem Comparativa do modelo 997 (3G6M) gerado
pelo SWISS MODEL .
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Nesse sentido, foi possivel definir quais aminoacidos fazem parte do

sitio ativo da enzima alvo, a partir da comparagédo estrutural com o molde

3G6M (Figura 15). A partir do alinhamento estrutural entre 0 modelo construido

e o molde utilizado foi possivel verificar no sitio ativo uma substituicdo da valina

189 no molde por uma leucina no modelo. Ja na posicdo 191 encontramos uma

Fenilalanina no molde no modelo um Triptofano (Yang et al.,

2010). Nesse

caso nao deve haver prejuizo para o mecanismo catalitico j& que as

substituicdes incluem aminoacidos do mesmo grupo quimico. Os demais

aminoacidos do sitio ativo permaneceram inalterados.

RMSD: ca
Chitinase_mode...6m.pdb, chainA 55

........ [

3g6m_molde.pdb, chain A 21[RAT"RMEDLA

STDLSTRA|T

21

~ KFQVAYFTNW

SINAVYFTNW

31
IYGANFQPT
IYGRNFQPA

51
RMSD: ca
Chitinase_mode...6m.pdb, chain A 87 LYSFADVS
3g6m_molde.pdb, chain A LYSFMNLRV

ATKLTDSY
TVYSGDTY

Al

ADLEKHYSDD

ADSEKHF BV

81
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101
RMSD: ca

121

131

141

Chitinase_mode...6m.pdb, chainA 137 [LKNRNLKVLL & WTY|[S QA FSFVTSA .IS]. .[SRTNFT NNAVQLIEDY

3g6m_molde.pdb, chain A 120 KANRS LK IML S| WTW. . . AAA S|TEATRATFA KTAVEFMKD
151 161 17 181 191

RMSD: ca .

Chitinase_mode...6m.pdb, chainA 183| FDI IO ENFEE YPSNFPAECQ FADLLTDTRK AFDSLASRK ESTPYLLTAA

3g6m_molde.pdb, chain A 165|GFDG | DVDWE YPASETDANN MVLLLQRVRQ ELDSYSATYA NGYHFQLS IA
201 2n 221 231 241

RMSD: ca

Chitinase_mode...6m.pdb, chainA 233[VS A CAFPNYAN

3g6m_molde.pdb, chain A 2156|/AP A SHYNV

LK
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DNINLMAYDY
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~ QANLY
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RMSD: ca _—
Chitinase_mode.. Gm.pﬂ),d‘ﬂlnAQSGTH NVSTDKiAFKYFTSN A TASKINMGIP LYGRAFESTN GIGQPYNGI
3g6m_molde.pdb, chain A FSTKA AVDAY |AAGV ASKI ILGM IYGRAFVGTD KPYSTI
3N 321 331 341
RMSD: ca
Chitinase_mode...6m.pdb, chain A 329 TIEAGIYS YKTLPLAGAT VFENKTDVTS VYSYDSSKKEL VSYDTPNIVK
3g6m_molde.pdb, chain A S15|[EGSWESG IWD YKVLPKAGAT VITDSAAGAT YSYDSSSRTM ISYDTPDMVR
351 361 371 381 391
RMSD: ca o
Chitinase_mode...6m.pdb, chainA 379| TK A QY VNDN M TMFWELS TDKKGSDSLV LTAASILGSL TQ E
3g6m_molde.pdb, chain A 365 TKVSYAKGL L SMFWEAS ADKTGSDSL I TALSSMGSH Q Y

401
RMSD: ca
Chitinase_mode...6m.pdb, chain A 429|S SKWDN | RN N
3g6m_molde.pdb, chain A 415NSKFDN I KNS

Figura 15. Alinhamento sequencial realizado pelo programa Chimera entre 0 molde e o0 modelo

997 (3G6M) do SWISS MODEL.

Uma estrutura 3D construida geralmente precisa ser refinada e induzida

a uma conformacéao estavel e aceitavel. Para isso, o processo de refinamento

conhecido como otimizagdo geométrica por minimizagao de energia potencial €

indicado para sua validagao.

5.7.4 Minimizagao de Energia e Dindmica Molecular
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O processo de validacdo das moléculas construidas através de
Modelagem por Homologia gerou dados através dos quais foi possivel verificar
a qualidade dessas moléculas antes e depois dos processos de refinamento e
Dinamica Molecular.

Nesse procedimento as coordenadas dos atomos sdo modificadas de
forma a alterar a energia da estrutura para um valor minimo, através da
modificacdo de parametros geométricos, como comprimentos e angulos de
ligacdo, a fim de aproxima-los de valores determinados experimentalmente. A
estrutura de mais baixa energia é considerada como o arranjo mais estavel, e,
por definicdo, de geometria otimizada (Insight Il User Guide, 1995).

A validacdo do modelo, apoés refinamento e Dindmica Molecular,
utiizando o pacote de programas AMBER 14, demonstrou através de um
grafico que a conformacao dessa molécula é energeticamente favoravel, com
energia total de -2.5790E+05 Kcal/Mol. Além disso, o valor de Qmean de -2.19,
apesar de alterado ap6s a dindmica, € considerado satisfatério, mantendo um

modelo de qualidade (Figura 16).

Local Qua“ty Estimate Comparison with Non-redundant
‘Setof PDB Structures:
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Figura 16. Estimativa da qualidade pelo calculo do QMean do Modelo 997 (3G6M) gerado pelo
SWISS MODEL ap6s refinamento e Dindmica Molecular.

Posteriormente, um novo alinhamento estrutural foi realizado indicando

que as caracteristicas se mantiveram (Figura 17), os aminoacidos do sitio ativo
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permaneceram inalterados e o desvio (RMSD) da cadeia principal do modelo

em relagdo ao molde aumentou para 1.103 A.

RMSD: ca

31

Modelo_997 3g6m_Dinamicapdb 1 . . ... .. ... .. ...... [T KFQVAYFTNW IYGANFQPT DIDPSKLTHI

molde_3g6m.pdb, chain A 2{[RATFRMEDLA STDLSTRAT SINAVYFTNW IYGRNFQPA DLQASKILHV
51 61 7 81 91

RMSD: ca
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molde_3g6m.pdb, chain A 315 EGSWESGIWD YKVLPKAGAT VITDSAAGAT YSYDSSSRTM ISYDTPDMVR
351 361 37 381 391
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Figura 17. Alinhamento estrutural realizado pelo programa Chimera entre 0 molde e 0 modelo
997 (3G6M) do SWISS MODEL, apds refinamento e Dindmica Molecular.

Ajustes para se obter uma correta conformacao é indispensavel para

futuros estudos de provaveis ligantes/inibidores para essa molécula. Além

disso, o valor de energia livre final do modelo apds a dindmica se apresentou

dentro do esperado para moléculas biologicamente ativas, indicando que o

processo de refinamento por minimizagdao de energia e a Dindmica Molecular

encontraram conformacdées de minimo provavelmente ativas biologicamente e

com desvio entre o molde e modelo reduzidos. Portanto, a qualidade do

modelo final, obtido apds a dindmica, permite inferir que este apresenta uma

estrutura aceitavel

em niveis energéticos e conformacionais,

comparados com estruturas proteicas do banco de dados PDB.

6 CONCLUSAO

quando
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A partir dos resultados obtidos na pesquisa, constou-se que as etapas
de cultivo do fungo, extracdo de RNA e de sintese de cDNA por meio da
extracdo de RNA mostram-se favoraveis para a deteccdo da expressao da
enzima quitinase pelo fungo M. perniciosa. Com base no produto de M.
perniciosa apés a reacdo de PCR dos produtos de cDNA, foi possivel verificar
fragmentos menores ao referente a amplificacdo da regido especifica
esperada, necessitando de novas padronizacbes quanto aos primers
especificos a ser utilizados e condicbes de amplificagcdo. A partir disso,
realizou-se uma padronizacdo das etapas que antecedem e propiciam a
obtencdo de um modelo tridimensional que apresente boa qualidade para
analise funcional da enzima.

Em vista disso, foi possivel concluir que o modelo 997 de enzima
hipotético gerado tem caracteristicas estruturais de quitinases fungicas devido
a similaridade observada entre os dados obtidos neste trabalho e os descritos
em literatura. A determinacao da estrutura tridimensional de quitinases de M.
perniciosa através de modelagem comparativa demonstrou a obtengcdo de
modelos com qualidade e que a sequencia proteica analisada por alinhamento
€ favoravel para a producgéo recombinante na forma ativa.

Como perspectivas futuras propde-se a otimizagao das estruturas 3D e a
simulacao de dinamica molecular dos modelos, para maior andlise pontual das
interacbes enzima-ligante; e a clonagem e producdo recombinante das
sequencias proteicas de quitinases de M. perniciosa estruturalmente validadas
nesse trabalho para estudos de aplicagdo biotecnoldgica, a partir das etapas

padronizadas de obtencao e amplificacdo do produto especifico de cDNA.
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>10765_g SCAF_37 26105 28405 1 (485 AA)

MRPTSLLASSVLFLRTLAFDNSRYDNVAVYWGQNSYGAGHSDTANFQKTLSFYCQDNAIDVFPLAFLNTFF
GPGGVPSINLANTCNPVDNATFPGTNLPNCASLAADIKSCQAKGKVITLAQTIWNLFLGGSSSTRPFGDVVF
VAVLDGVDLDIEGGNSDHYTAFVNKIRSLASGASKKYYVTAAPQCVFPDGALGGVLNTAQFDAIYVQVIIFSR
ATCETKFLIQSISSIITHVVLHISPRQRYVVMIVGLHVANAGLONWNFGIWDNWARTMSPNKNVKVYIGAPAS
TSAAGSGYVSPDTLKTIAVOMRKSFPSFGGVMLWDASQAYANSRYDLAIKNALVAAGGTGFTFPSCSAPT
WTAGNNYPGNSEVSFGGYIWKSKWFSSSQPASNPNGDWSAISACSGAGSTPTTTTTAGPGSPTAGSCAG
VAAWSSTAVYTGGMTAVFNSHLWTANWWTQGDTPGGSSGAWKDNGACTSLNSRFFKL

>10955_g SCAF_35 86282 89071 1 (716 AA)

MGKLLHRLHVQHSPPYFHVTQMRIFLTTLIWFASLWLYASAAEPPAEENPSLNHLICKPFGICEPCPSDAAS
SFILNKPFCQPFGNRRLMHCVNETTTSNPGTHAPAAVLDHDPNQPHPQGETPAWESCGRIVDQERADFFE
FVGCNVLFAGIAILAVLWRSKRMHALQTRQLAARIGRIRGSNVMRRMLRLNMMACAFDTRIVFDTREMKALT
DGDVGHCIFDQPREPFLGTSSSKPVTSPQSKPWEPRTSLLRGSVYKKYAIYSTHIKEVTLLEGTKMYFHLAAI
FLTLTFLFTLVLSAPTCGLAPPKDTNVSSTSPSSHCSNLAAVDALLTGWYPGWLGNQFPPQNISWSKYTALT
FAFGVTTSNGGISLDDVSTQVLPEFVASAKEHASPPSCSYVATLMGEFFATQESRTAFVKTIVDLVSQYDLD
GIDFDWEYPNKQGIGCNQQSPDDAANFLSFLEQLRSDSVGSKLTLSAAVGIAPFVGSDGVPTTDVSGFAKV
LDHIGIMNYDVWGSWSASVGPNAPLDDTCAPTKAGSAVSAVKAWTDAGFPADQIALGVAAYGHSFHVAQT
AALNAQGNALQLYPAFDKALQPHGDSEDGEAGVDQCGNPVPVGGIFNFWGLVDGGFLNQDGTADTQAGI
VYRYDNCSQTPYVYNPTNQVMVSYDDATSFAAKGKWISENGLKGFAMWHVLGDFDDILLDAISEAMGVDV
EQCSA

>11696_g SCAF_17 104958 106745 1 (462 AA)

MLALHVLVTSLLLDHICALETRSSTAVNATILGDSKVSMAWYAGWHSSKFTLSDVSWSKYTHLAYAFAVTTP
DVTRLSLEASDEELLPRFVQTAHQNNVKATLSIGGWTGSRHFSTNVGSAQNRTKFVKTVVDVVQKYSLDGL
DFDWEYPNRQGVGCNVISKEDTPNFLSFLQELRKDPVGSNLTLTAATSIQPWNNTDGVPSSDVSEFAQVLD
FITIMNYDVWNSLSSRAGPNAPLNDTCVPTGNPRIEFGSAVSSVKAWSNAGFPLNQIVLGVPAYGHSFVVE
RNQAFTDGSNTQLASYPAFNRQAEHLGDSWDGEGTDTCGAQVGPSGVYNFWGLVEQGYLNPDGSVKSG
VPFRYDNCSETPYIYDSGTQTLISFDNVQSFTAKGNFIHSTGLRGFAIWEAGGDSNDILLDTILSTTANGDPN
KLNSPSSSSSNSASGTRVPKSVAYLSIALCAYSMYL

>15210_g SCAF_1 724190 727583 1 (920 AA)

MTRLNRIASFVNWGIYGRKYPPSLIPVDDLTHILYSFASINPETGEVQLSDKWADQEIHYDGDTWDEEGNNL
YGNLKALYNLKKEHRHLKVMISIGGWSYSSSLHPVVVSPERRRKFVESAVALLEDYGLDGLDVDYEFPQDD
EQALGYVQLLKELREALDEHARTKEIDYRFLLTIAAPCGSDNYNRLRISEMDQYLDFWNMMAYDFAGSWDS
VSGHQSNLYGGSACIHQTVAHYIDHGVAPSKIILGIPLYGRSFLETDGPGASFSGVGSGTWEAGVFDYRTLP
LPDSYVCHDEETKTSWTYNESTKEMISFDSEEVARWKGEWIQEIGLGGSMFWELSGDKGCDREDMEGGH
GKDPQPGQSLVRVVKDAMGGLDASKENWLSYERSQFDNMRNVERYSQAQRHCIKTDRRRWLLRMTPPA
YEPLPTNEDEQPPLPKQQKPRSVKRHIAYLAVFSIIAFVFYKAGQWSVTQYLDSESTAASSQAPAQTVPADS
KPTSTAGIPEAGSAENGTEIEQGKASMPGKYSVGYFTNWGIYGRKFPPSLIPVQDLTHILYAFANVRADSGE
VYLSDKWADQDIHYPGDSWNDQGNNLYGNFKAIYKLKKANRHLKLLLSIGGWTYSPSFHPIVVSPAHRRKF
VESSIALLEDYGLDGLDIDYEYPQNDYQARGYVDLLREMREALDQHARNKGADYRFLLTIAAPCGPDNYNLL
RIKEMDKYLDFWNMMAYDFAGSWDSVAGHQANLFGGPINVHTAITHYIKHGVAPPKVIVGIPLYGRSFMST
EGPGAPFNGIGPGSWEAGVYDYRTLPLPGSYTFRDDNAKATWTYDYSKKEMISFDSEEAAHWKGEWIRK
MGLGGSMFWELSGDKGSERKDAEKGPGKDPQPGRSLVRIVKDSMGGIDMHQKNWLRYEKSQFDNMRN
GME
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>15579_g SCAF_1 1548741 1550332 1 (492 AA)

MHPLSSSLYLASLAIVHCAAQNPSPSTSLKPVIIAQDPPSRTHSTPFQNTAITNSNQTSSSDSSNHSLSFASS
NETRWTVFESDLTEKVFIAPVADSEDPDSPGSDGPDSSDVSASRVGPLVMAYYSDWLAQRLPPEEINYPLY
DLIDFAFALPTASFELEWDDNDSCPELLKKLVHYAHAHGTKVKLSIGGWTGSRYFSSAVENVNNRQHFTDNI
LAFYKEFELDGIDIDWEYPGTKGNDGNQVSPVDSANFLAFLRLLRRALPHGAILTAAATALPFAGPDGRPMG
DVSSFARVLDWVLIMNYDTWGVSSPPGPNAPLFDACGNSTQPQSSAVAAYDAWTKAGFPASQLVLGLPTY
GYVMSSDAQQFRTREELDQDPSVASRVVKLKSDDDGQEGTVSVRRMVEQGALVVRDSQLVPAGGFTRY
WDHCSCTPFLRSRSAGQVVPYDDTQSIAMKAEFTKKTGWKGVNFFDLEGDTSSYSLMMAARKSLGR

>15737_g SCAF_1 1892995 1894575 1 (423 AA)

MLALAPLALLFSLLTSSQAIRIGLDFSLKAKIQDSEKVAAAWYAGWHSDEGFPLSSVPWDKYTYLTYSFAETT
EDTRLLTLNRSNPEVLPQFVEAAHEHGVGALVSLGGWAGSRFFSTAVATSENRTTFVNTVVSLVEKYSLDG
IDFDWEYPNNQGIGCNTIAVNDTANFLLFLQELRQHPVGSQLLLTAATSITPFRDAEGNPGKDVSAFAELLDY
IAVMNYDIWGSWSVGVGPNAPLNDTCAAPENQQGSAVLAIQAWSAAGIPTSQLILGVPGYGHSFTVNQTAA
FKNGYDTELASYPAFNASVHQQGDAWDDEPGPDVCGVEQPYGGNFNFWSIIKAGYLNEDGTPKDGIPYRF
DECSQTAYVYDAERQLMISFDDAPSFTAKGKFIADMELAGFALWEAGGDYNSLLLDSIRDAAGFC

>16246_g SCAF_48 54711 56278 1 (403 AA)

MSWQYLLTISTLVPWAYGANVATAWFASWHANTGFPISSVSWDKYTQLTYAFAETTPDVNALSLAVNGDN
SGAELLHDFVEAAHANGVKAAVSIGGWTGSRWWSTAVGSAENRTAFVKTLTDFAVENNLDGLDFDWEYP
GNQGIVPEDTONFLSFIQELREDSVGSKLILSAATATRPFIDANGASIADASAFAKVLDFIAIMNYDIWGPWSP
TVGPNAPLDDSCAPSDAQVGSAVSAVKAWTASGFPAEQIVLGVASYGHSFRVRQSDAFEDGSTNTLRANP
PFDAADRPSGDAWDDPAGVDVCGVQQLPGGNFNFWGLINGGFLDSSGNPTPGTPFRFDACSQTPYVYNT
STETMVSFDNADSFTAKGKFIANMGLAGFAMWEAGGDFNDILLDAIRSAAF

>1679_g SCAF_28 315186 318968 1 (998 AA)

MVAFFSAIGISFTFLGFLGRVYGSPVNTTVTGFEGLDHQARDILARATPAAPHWVVYTDTYAQGTNGPPPVS
SVTGFNVVCLSFLLLEGAWDKAYEWTTLTADERASIKSQYAAAGIKLVVSVFGATDVPTSSNADPIATANKF
ADWVKQYNLDGIDVDYEDFNAIDAGNGKAESWLISFTKQLRTQLPQGQYILTHAPVAPWFSPGKFGGGAYL
TVHNSVGSLIDWYNVQFYNQGTSEYTTCNGLLTTSSNTWPKSALFQIAASGVPLSKLVIGKPATVGDANNG
YIDASTLATCLQTAKNQGWNGGAMAWQYPHAGSSWITSGRESQALSPSVRERVASRRGALPNTCHTCCS
FTANTEAKWVVSTTAAIFHDPLDMNSDEESSTSIGAGKGKGKAQDEPTERTPLLGSSAGGSSSELDTTPSY
PRRNITRTLLNVFLGTLTLCIVAFVIVALLTWSYVSRTSDLSPEDVLHRSVVFEGPHKVIVLNTSWTDGMWYVD
VEGRVGVDAGSVVGVNRDPDGGDGFLKNIWKSFGRWGIQELHEITVKTSTINITSQQDSTIVLASLDIPPLEI
PLTTDPPSDHSWLHRISTPVLIRPTHNTSAFIDFVRESWRLGHVAVRTEVANLDVQGGRMHGSSWRGMLH
RTMNDVKTSLTMKIPLLPGFPQPGKNTPFPSIADLITLCNFTLSTVSDYLMIDAVATVVDPAPPNFALTTPSLP
FIVSLVSNTSSPIPVASVTSKPFNLTHPNITLDISGRVLPLSTEVLPLLSTFISRYLTALSNPIVISTPLIPDLEVDA
GFPPPNVRPRILRNVTIHDMKIKPGNTFLASGTVYGRIVLPPGMNVEVDVKRVLPDVLVFDGEVPDALSSSP
PPARPLPDPLPEKAFGHIRPDDWLASRCVAVEPEDGDGATFAVTAKIVDVPLEVLPGRHQEFSDFVGKVIFG
KDGALAGILGSADVGVLVQGLPLPGPEHGDGMVLSGLPFKGSVRIGKRNMFSDYWTRSTD

>1680_g SCAF_28 319999 321583 1 (327 AA)

MFALNLSVVLGFLALLGGASASPVDRIHSNTTGSGVVPHANIIPAAPRFVIYSDKFVSGITGPPPVEQVIGYNV
FALSFLLTEGAFDKASEWTQLSATERSRIKEEYAAAGIKLIVSLFGATDAPTSSGADPIKTANTMAAWVKQYD
LDGVDIDYEDFNAMNAGDGSAETWLAEFTRQMRKHLPKGTYILTHAPVAPWFSPEKFGGEAYLAIDSAVGD
LIDWYNVQFYNQGTMEYTTCNGLLIESSSTWPHSSLFEIADSGVPLDKLVIGKPATQGDAANGFMSTSLLAT
CLESAKAKGWSGGAMVWEFPNAAASWIAAVRSLAFPL

>315_g SCAF_18 58907 64643 1 (1327 AA)

MGTIARSFLSFTLCLLSTQILHVFGADCQTATVGQPDSTCFDIYTRAGITAAQFASYNPGLDCSTLQLGQKVC
ISPGSLPSNSPGPSPNGTCFEYVTQPNDNCFAIATKFSITVDQIEEWNKNTWKWKGCSSLQVDFTMCVSPG
DPPPIPIIPGLQCGPQSEGNKTCPLNACCSAFGFCGLTDEFCTTTGPNPCISNCGQPTLPSCAPGRSERNIA
YYAGWGNRRTCGTNVAPADVDWTGYTGVNFAFATISQGLQIQIADQDAPLLKELVAQKEKNPSMKVIIALG
GWDFSEMEPTRDLFSIMISTSANRATFISSVKDLLSTYGLDGIDIDFEYPSAIERGAPATDTPNLTAFFRELRA
GLPSAVISCATPAGYWFLKGFEIDKIVENIDYLNMMSYDYHGQWDTNVTDQASVTNPHTSLLDMETSALLYI
RAGIDLSKVNLGLAWYGRTYHVADPSCVGYNCTMTGGGFPGSCSITSGYLTQFEIDELLNNGISPKLDGPS
QTYWFNDQGSLVTFDQQDTWNAKENFASTRCFGGTFIWSVDQRTDNLAGGGSGSGSGAAGHYTQITWN
PNPYPSSGARSETFMQSAGSFPTVITSVVSEETVTATDTATIPPQVSTRTEWTSVSGTISSTVVTTQIPASTIT
VVRTLTSRSVTSTTTVVTKTSTVVIVAVPTTTSTVTIEGLVITLAPGGTPINSPLPTYIFMPNAVTPTWTYNILPP
ADATSVTFTAPLISSPTWSSTVPVPPRSTDPPSTVTGPPGSKDDRCDNGSNIFELLFNHVIDGCMPAIVGIRG
GITPTPIKPPGWTGPWTDPHPLPTGPPPGPGEGDPTTTDQTTSTTSTSSSICAAQTQPPYDLPPDPENGED
EDLRRKREVRRVTNKARADGRRIRVVGCGITVONQDEVSLGAGTYLTVGSSPNIRLQSYAVGGRPQDGPVI
QEHIFELRYVDDFFGGVIRPVTGCTWIRDNFFSVTRDDGSNLGEALLDAIDTTANMVWADEPMNQAKSNVV
GDTRGTLAAPPQMQNVDAIEDFILDDDNIYNMEYFIRSMAALGEYFGATSNIFRSTARRMQDLLSEVTPNTV
PDNTQSLPMIFNSWLRGVVSAYPNGCTVRANNIWGYYREHMELLADEEQVNVPTCFAVYNTYGRLRVPFN
PSSFNYQTLLPDAPRHPRCNVPGTTGTVGFFVQQTFTTWSTQQRVMGAGNTDFYALGSGARLSPSQSRW
QAIDYSTLPGNTPSACANVYLLSDFVPTNAQPGIANIAFQCGTATGRQRANFAFVLNGQGLSCAKYDTGHP
GGTTQTIVCAVNQRSALDCAQASGGAPATIQMAFIP
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>4357_g SCAF_10 470247 472563 1 (495 AA)

MALLSFLSFLSLLACSVWAYDNSRSDNLVVYVAIVDVLIMLALTTSPRTSYYGQNSYGATHSDTGNFQQRLS
FYCQDDVINVFPLAFLHVFFGPGGLPEINLANTCNNVDNSVFPGTGLPNCQFMEQDIKTCQSKGKIVTLSLG
GATGAASFSSDAQAEQFADTVWNLFLGGSSSTRPFGSAVLDGVDLDIEGGSSTGFAAFVRRIRSHANGAS
KPYYVTAAPQCPFPDAYLSPILNAVGVDAIYVQFYNNYCSVASPGSFNFGDWDNWARTQAPNRNVKIYIGA
PASPTAGSGYVDANSLINLARQAKSQYSSFGGVMLWDASQAYANGRFDRAVKNGIAGGGGATTPTTTRTT
ATTTTRTTTTTGGGGGGSGGCSGAAAWSSGVAYAGGSQVTYNGHLWTAKWWTQADTPGGAAGVWTDN
GACFAALTEPAQVSSTSAAEVTPLSSDFESFTASASAVESKVTAMDAEATSAVDSDNSSETKSRRVSRFFR
F

>5707_g SCAF_234 18811 23287 1 (1091 AA)

MKTLPFALLAVLNLSLQVFAADPPADPFSCSPTQPCKIGCCGKNNVCGLGPDYCSAENCVSSCDQKSDCD
PGWGSQWSANEKCPLNVCCSKFGFCGTTEEFCGSNTVKRPSCSGNSATNRVVGYYEGWSTTRACDGMF
PENIPLGTYTHLNYAFAFVDPKTFAVAPMAELDKELYPRFTALKQVNPGLETWISIGGWSMNDPDQSTATTF
SDLAGSADAQRRFFSSLIQFMGTYGFDGVDIDWEYPVAPERSGKPTDYANYISFLKNLKNALGSSGHKYGL
TLTIPSSYWYMQHFDIVQMSSIIDWFNVMSYDLHGTWDSTNPYIGPVVNAHTNITEITNTLDLLWRNNIDPKQ
VVLGLGFYGRSFTLSDPSCTHAGCPFSAGGNPGRCTASAGTLSYSEIQGVIAAGAKVTLDSDAKVKNVVWD
TNQWVSYDDEETFKMKIDYANGLCLGGVMVWAVSTDDRQGTAARALNSATGRTEFIPRQLAVVPSAVGQ
CIWGECGKDCPSGLRAAQRSDGKNRGNAGIYTGCSGSQTRNYCCPSNNVPTCEWRGTAPFCKGKCHDG
EVEVSSDTSATGSSCWTGHKVLCCQETTTDSGIGSCHWEGSAPVCAAAALAGPLFYYASASCPADKPTKIT
TGKEGAGGEQGCASKVFVARRKTPTMTPTVPGTKLEVAGLIGRLQSFPLTTNARESVQMAKRQLQRTSQN
PAPLPYDNLCAVPDSLYLESNEHGDEADASDYTEVYLFEQDCFVSGEDDSEDPGSPGAPWEFKRRDLSVK
NATEEYHELVKRGKSRLQAICGPGPVRTAKKNNLRASPYPTVKSLIDAGKLVISQAKPIGCAVAGLVTGSTKI
PGSRYVTEHVTELQSVKSFAQSMIYGTLPGGGTMKQGFIDFTKVFDAGGFFQRTWSSLGVTPPAIGSTPEE
TIYRVLGTSADTSNLQVFDAKLNGLKAIIWAGSKNIIGVDTYKGMAPLDRIKSFGNIVDVFAYLNQKEVQDSLK
ASYDGMLDGWTLFQNALKAQGLNYDVVGAYKDWNTAQFANMIQVATDFLNDKIPDEVTYWASNQALQAH
GKATVALAAQTLMNIKGNLGGSIKIATGFIH

>8805_g SCAF_3 283128 285447 1 (576 AA)

MRLPLLQIVFFVATAYSQSCGSQNNGALCEKGCCSQYGFCGTTADFCLTSKRCQSQCINDGPPPPPEGPE

APEIDTSKLFRPPSSTFANKELVGYFSNWAQYRGLDPSVPSCEKEKSFLPEHVRLASLPTSKRLIENISTQIN

PFLYTHLNYAFVFMANNNSVIPHEYDDLDLSIRFNKWVKGLNPSVTTSFSVGGWSMNDGPSRYTGGIDYST
FFSEMAASAAGRATFIDSCIAWARDLDFDGIDIDWEYVGDPDRGGGPADTENFTLLVKEMRDKVREEAASS
GKRELLITVAAPADPDKFALIQGKAVSDYLDWYNLMTYDFYGNWDNRMEAQAPIADTLQTGSQNLKVEKLG
ANLPWFYVTGWSFTSAIDMYLEAGVPANKINAGIPLYGRVWTMDDPSCTSPGCTGSAGVSGRCTAENGYL
SYFEIKEIMDALEDQNMLQTSVNFVPQDGYYMVFDNQWVGFDDENSFQAKVDIINSRGLRGGMLWAVDLD
TPESDLTRKLLSYYQSCPRDGGWPATSADSEAELPCGLDSDFPEEVQTRKCNSDLTWGSVDNASCKRQR

PLSLAAQKCVE

>997_g SCAF_6 625992 628185 1 (509 AA)

MVLGCFYRIFSLLSAACVLVQATQVMHRPDNYKDTPNSFNIAVNPETKVIQKRATGKFQVAYFTNWGIYGAN
FQPTDIDPSKLTHILYSFADVSPENGAIKLTDSYADSEKHFPGDSWDETGTNLYGCLKQLYLLKLKNRNLKVL
LSIGGWTYSQAGHFSFVTSASSRTNFINNAVQLIEDYGFDGIDLDFEYPSNPAEGQGFADLLTDTRKAFDSL
ASRKGESTPYLLTAAVSAGAPNYANLKVSQMNSALSFWNLMAYDYAGSWLTFADNQANLYGGTRTNVST
DKAFKYFTSNGATASKINMGIPLYGRAFESTNGIGQPYNGIGPGTIEAGIYSYKTLPLAGATVFENKTDVTSY
SYDSSKKELVSYDTPNIVKTKAQYVNDNGMGGTMFWELSTDKKGSDSLVLTAASILGSLDTTQNHIKFPSSK
WDNIRNNMAGGGTSTTTAGGGGSTGTPGSCSGVGAWNAATAYVGGQKVTYNGRLYTAKWWTQNETPG
KADVWTDNGAC
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APENDICE
Apendice 1. Scripts dos Modelos gerados pelo Modeller

Modelo 15210 (1WNO)

Modelo 1679 (4TX8)
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Modelo 4357 (2UY4)

Modelo 5707 (4WJX)




Apendice 2. Graficos Ramachandran
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Modelo 11696 (2A3C)
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Modelo 15579 (3FY1)
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Modelo 16246 (3ARQ)

General case
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Modelo 1680 (4HME)

General case
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Modelo 315 (5DEZ)

General case
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Modelo 4357 (2UY4)
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Modelo 8805 (1HKK)
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Apendice 3. Graficos QMEAN

Modelo 10765 (2UY4)

Comparison with Non-redundant Set of PDB Structures
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Modelo 10955 (5GZT)
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Modelo 11696 (2A3C)

Comparison with Non-redundant Set of PDB Structures
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Modelo 15210 (1WNO)

Comparison with Non-redundant Set of PDB Structures
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Modelo 15579 (3FY1)

Comparison with Non-redundant Set of PDB Structures
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Modelo 15737 (4TXG)

Comparison with Non-redundant Set of PDB Structures

1.0+
L
]
O
n
=
=2
ﬁ 0.5+
=
o
o
Q
N
©
=
‘O- 0.0 B
=z |Z-score|>2
fis
Number of residues (846) has been * Il<|Z-score|<2
capped at 600 for visualisation e |Z-score| <1
and Z-score calculation!
Y model
_05 I I I I I
0 100 200 300 400 500 600

Protein Size (Residues)



81

Modelo 16246 (3ARQ)

Comparison with Non-redundant Set of PDB Structures
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Comparison with Non-redundant Set of PDB Structures
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Modelo 1680 (4HME)

Comparison with Non-redundant Set of PDB Structures
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Modelo 315 (5DEZ)

Comparison with Non-redundant Set of PDB Structures

1.0
g
o]
U
0]
<
2
w 05 |
=
o
he
]
N
©
=
3 0.0 1
= |Z-score|>2
/ 1

Number of residues (1056) has been » 1<|Z‘5C0re|<2

capped at 600 for visualisation ° |Z-score| <1

and Z-score calculation! |

Y model
-0.5 | | | | |
0 100 200 300 400 500 600

Protein Size (Residues)



Modelo 4357 (2UY4)

Normalized QMEAN4 Score
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Comparison with Non-redundant Set of PDB Structures
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Modelo 8805 (1HKK)

Comparison with Non-redundant Set of PDB Structures
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Modelo 997 (3G6M)

Comparison with Non-redundant Set of PDB Structures
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