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Resumo:

A chenopodina é uma globulina-11S
proveniente de sementes de Chenopodium
quinoa e vem apresentando aplicabilidade
biolégicas insteressantes, como
antimicrobiana, adjuvante em  vacinas
antirumorais e em formulacbes de
guimioterapicos. A extracao e purificacdo desta
proteina, diretamente das sementes, é bastante
dispendiosa e no geral apresenta baixo
rendimento.

Assim, para que ela seja utilizada em
processos industriais como um medicamento
biologico (larga escala) torna-se fundamental a
sua expressao em microrganismos, obtendo-se
maior rendimento aliados a menores custos. A
primeira etapa para éxito nesse processo € a
coleta de informagbes sobre a chenopodina e
outras proteinas homélogas a ela (uma vez que
se trata de wuma (globilina-11S pouco
pesquisada), contribuindo para evitar esforcos
futeis.

Desta forma, este trabalho teve como
objetivo  obter informacdes  bioquimicas,
guimicas e gendmicas da chenopodina, além
de predicdo estrutural, utilizando-se diversas
ferramentas in silico. Estas informacfes foram
obtidas com sucesso e estdo sendo utilizadas
para sua expressao em levedura.
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Introducao:

A quinoa (Chenopodium quinoa) é uma
dicotileddnea nativa da regido dos Andes.
Inicialmente estava presente em regibes de
altas altitudes, mas devido a facilidade em seu
cultivo, espalhou-se por outras regibes do
mundo, estando presente também no Brasil
POMPEU et al, 2015). Neste pais, a quinoa foi
introduzida na década de 1990, como parte de
um esforco para a diversificacdo do sistema de
producéo no cerrado (SPEHAR et al, 2005).

A chenopodina é uma globulina-11S
proveniente de sementes de quinoa. De acordo
com a literatura, € composta por subunidades
acidas de aproximadamente 32 kDa, e basicas
de aproximadamente 23 kDa. Elas sao unidas
por pontes dissulfeto e formam um hexametro
(BRINEGAR et al., 1993). Além das
propriedades antimicrobianas (POMPEU et al,
2015) e anti-inflamatéria (FERREIRA et al,
2014) , testes preliminares confirmaram sua
capacidade de potencializar atividade de
farmacos antineoplasicos. Ela pode ainda ser
utilizada como adjuvante em vacinas (MAIA et
al., 2016).

Desta forma, sua producdo em maior
quantidade em microorganismos e
independente de extracdo vegetal via métodos
cromatograficos torna-se extremamente
interessante. Para isso, € necessario um
levantamento prévio em literatura para
confirmacdo do tipo de proteina isolada de
sementes de Chenopodium quinoa. O objetivo
deste trabalho foi obter a simulacdo da
estrutura tridimensional, caracteristicas
bioguimicas e quimicas da proteina, enzimas
gue podem ser utilizadas na producdo de
chonopodina e sua sequéncia gendmica. Estas
informacdes além de contribuirem para a
obtencdo da globulina-11S podem evitar
possiveis erros durante este processo.

Metodologia:

A partir da sequéncia N-terminal
previamente obtida de uma proteina
desconhecida isolada de sementes de quinoa
foi feita inicialmente a pesquisa através da
ferramenta BLAST. Foi encontrada homologia
de 100% com a chenopodina disponivel no
banco de dados desta plataforma. Checou-se
entdo o alinhamento exato entre as duas
sequéncias N-terminais (sequéncia do BLAST e
sequéncia da proteina desconhecida). No
NCBI, verificaram-se o0s artigos disponiveis
relacionadas as caracteristicas listadas neste
mesmo banco de dados (organismo-origem,
quantidade de aminoacidos, trabalhos ja
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publicados utilizando esta proteina) a fim de se
obter  maiores informacdes sobre a
chenopodina. Nesta mesma ferramenta, foi
pesquisada a estrutura primaria completa da
proteina.

A etapa seguinte consistiu na simulacéo
de informagfes bioquimicas desta globulina-
11S, tais como ponto isoelétrico (pl) da proteina
total e massa molecular na ferramenta
“Compute pl/Mw” presente na plataforma
“Expasy”. Com a estrutura primaria da molécula
e o N-terminal verificou-se a posicao de término
da subunidade &cida e o inicio da subunidade
basica através da ferramenta “MultAlin”. A partir
deste dado, simulou-se o pl e a massa
molecular de cada uma das subunidades na
ferramenta “Compute pl/Mw”.

Para verificacdo de caracteristicas
guimicas e bioquimicas como tempo estimado
de meia-vida em levedura, reticulécitos de
mamiferos e Escherichia coli, composicdo de
aminoacidos e composicdo atdbmica de cada
uma das subunidades da chenopodina foram
utilizadas as suas respectivas estruturas
primarias obtidas anteriormente, e a ferramenta
“ProtParam” presente no “Expasy’. Fez-se
entdo a simulacdo da estrutura tridimensional
desta globulina-11S, uma vez que nao ha
elucidacdo da mesma descrita em literatura.
Para isso, utilizou-se a ferramenta “Phyre®’ e a
estrutura priméaria da proteina total.

Utilizando-se a ferramenta UniProt e
pesquisando-se o termo  “11S-globulin
Chenopodium quinoa”, verificou-se sua funcéo
biolégica e confirmou-se a auséncia da
estrutura tridimensional definida. Foi possivel
ainda verificar a posi¢do do peptideo sinal na
chenopodina, a posi¢cdo da cadeia proteica e 0s
dominios que a compde.

Buscou-se ainda a sequéncia gendmica
da chenopodina utilizando a sequéncia primaria
prottica e a ferramenta “Sequence
Manipulation Suite”. Foi feita ainda esta busca
para a estrutura primaria da subunidade bésica
por apresentar menor peso molecular e, de
acordo com a literatura, atividade bioldgica.
Para confirmar as sequéncias genbmicas
obtidas, utilizou-se a ferramenta “Translate’
presente no “Expasy”. Finalmente, verificou-se
a preferéncia de utlizacdo do codon para
producdo da chenopodina em Pichia pastoris,
organismo a ser utilizado em etapas
posteriores, utilizando-se o termo “Pichia
pastoris” na ferramenta “Kazuza - Cddon
Usage Database”.

Foi realizada, ainda, a busca de
patentes nas ferramentas “Google Patents”,
“Patentes Online” e “WIPQO” utilizando-se o0s
termos:  “chenopodina’, “Pichia pastoris”,
“Chenopodium quinoa”, “11S-globulin”.

Resultados e Discusséo:

Apds pesquisa/simulagdo utilizando as
ferramentas mencionadas anteriormente foi
verificado que a massa molecular da
chenopodina é de 53576,22 Da. Ela é composta
por 479 aminoacidos, sua sequéncia esta
registrada no Uniprot sob a ID Q6Q385, e
apresenta pl de 6,58. J4 a estrutura acida é
composta por 291 aminoacidos e apresenta pl
de 6,23. Os dados encontrados estéo de acordo
com os dados obtidos por Brinegar e
colaboradores (1993), primeiro artigo que
descreveu a estrutura da chenopodina. A
subunidade basica €& composta por 188
aminoacidos e apresenta pl 8,64. O peptideo
sinal é composto por 25 aminoacidos (posi¢cbes
1 a 25). De acordo com a ferramenta UniProt, a
chenopodina possui funcdo de proteina de
reserva e dominios Cuprin, dados que também
estdo de acordo com o descrito por Brinegar e
colaboradores (1993).

A simulagdo da estrutura tridimensional
apresenta um hexamero com subunidades
maiores e menores unidas por pontes
dissulfeto. Este dado esta de acordo com o que
descreveu Singh e colaboradores (2015) para a
estrutura de globulina-11S proveniente de
sementes de Murraya paniculata, homéloga a
chenopodina.

Quanto a composicdo de aminoacidos,
obteve-se que glicina representa 8,8%, e
arginina, leucina e serina apresentam cada uma
8,1%. Esses aminoacidos sdo o0s que
apresentam porcentagens mais significativas. A
chenopodina apresenta 56 aminoacidos
carregados negativamente (Asp e Glu) e 53
aminoacidos carregados positivamente (Arg e
Lys). A subunidade bésica & marjotariamente
composta por alanina (9,6%), arginina (9,0%),
glutamato (8,0%) e leucina (8,5%).

Sobre a composi¢do quimica, ela é
composta por 2323 4tomos de carbono, 3684
atomos de hidrogénio, 702 &tomos de
nitrogénio, 720 atomos de oxigénio e 19 atomos
de enxofre. Apresenta, portanto, férmula
quimica C2323 H3e840720N702 S19. A subunidade
basica é composta por 925 atomos de carbono,
1477 atomos de hidrogénio, 273 atomos de
nitrogénio, 281 atomos de oxigénio e 5 atomos
de enxofre.

Dentre as enzimas que nao devem ser
utilizadas por hidrolisarem a estrutura da
chenopodina estdo caspases 1 a 10,
enteroquinase, granzima B e protease do virus
do tabaco. Ja entre as substancias/enzimas
que podem ser utilizadas em ensaios de
carasterizacdo estdo acido férmico, além das
enzimas pepsina e tripsina.

Foi verificado que a meia-vida da
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chenopodina em reticulécitos de mamifero é de
mais de 30 horas, em leveduras o tempo € de
mais de 20 horas, e em Escherichia coli é de
mais de 10 horas. Uma vez que se planeja
produzir esta proteina em uma levedura, este
tempo contribuira para este processo pois
permitird sua extracédo e purificacdo.

Foram obtidas as sequéncias
gendmicas para a proteina total e subunidade
basica, além da preferéncia de cédons
utilizados pela Pichia pastoris. Quando
realizada a checagem através da ferramenta
“Translate”, verificou-se correspondéncia entre
a sequéncia primaria obtida a partir da mesma
e a obtida através do NCBI, verificando entédo o
sucesso da pesquisa.

Ndo foram encontradas patentes
depositadas ou concedidas com o0s termos
pesquisados.

Conclusoées:

Apés a realizacdo deste trabalho, foi
possivel obter dados sobre a estrutura,
composicfes  bioquimica e quimica da
chenopodina que estdo de acordo com dados
disponiveis em outros trabalhos com
globulinas-11S de mesma espécie ou espécies
diferentes. Foi possivel ainda obter sequéncias
gendmicas da proteina completa e da
subunidade béasica que, espera-se, tenha
atividade bioldgica por si mesma.

Estas informagfes contribuirdo para a
producdo da chenopodina em levedura em
etapa posterior do trabalho bem como para
justificar suas atividades biologicas.
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