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RESUMO 

O cancro cítrico é uma doença causada pela bactéria Gram-negativa Xanthomonas citri subsp. 

citri (X. citri). Essa bactéria é responsável por diversas perdas na produção de citrus. Assim o 

objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial de endolisinas de bacteriófagos como 

possíveis antimicrobianos anti - X. citri. Selecionamos 4 genes, dois de cada bacteriófago, para 

isolamento e construção de sistemas de expressão heteróloga em bactérias. Para os genes do 

bacteriófago CP1 não fomos capazes de realizar a amplificação por PCR de nenhum dos genes 

selecionados. Para os dois genes selecionados do bacteriófago CP2, conseguimos amplificar 

ambos, mas não observamos expressão aparente da endolisina CP2_29-His. Conseguimos, 

entretanto, expressar e purificar a proteína His-CP2_07. Com a caracterização estrutural por meio 

do dicroísmo circular (CD), observamos presença de cerca de 40,8% de alfa-hélices. Além disso, 

realizamos ensaios de estabilidade térmica na faixa de 20 ºC a 90 ºC, onde observamos perda de 

estrutura a partir dos 50 ºC. Entretanto, com o resfriamento da amostra, observamos um possível 

ganho de estrutura ocasionado por provável re-enovelamento da proteína. Avaliamos a atividade 

enzimática da endolisina, onde observamos a degradação de fragmentos celulares de 

Pseudomonas aeruginosa, bem como degradação do peptidoglicano purificado de Bacillus 

subtilis. Observamos também ação bactericida da endolisina em X. citri, bem como de outros 

isolados de interesse clínico (P. aeruginosa e E. coli). Avaliamos também a lise celular de X. citri 

tratadas com a His-CP2_07 e EDTA 0,375 mM. Estabelecemos a estabilidade de nossa endolisina 

em pHs próximos ao neutro ou levemente alcalinos e salinidades próximas de 60 mM. Desta 

forma, nossos resultados demonstram o potencial bactericida de His-CP2_07 contra X. citri e abre 

caminho para o desenvolvimento de formulações alternativas para controle desta bactéria, bem 

como de outras bactérias de interesse clínico.  

Palavras-chave: Cancro-cítrico; Bacteriófagos; Enzima, Peptidoglicano    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

Citrus canker is a disease caused by the Gram-negative bacterium Xanthomonas citri 

subsp. citri (X. citri). This bacteria is responsible for several losses in citrus production. 

Thus, the objective of the present work was to evaluate the potential of bacteriophage 

endolysins as possible anti-X. citri antimicrobials. We selected 4 genes, two from each 

bacteriophage, for isolation and construction of heterologous expression systems in 

bacteria. For the CP1 bacteriophage genes, we were unable to perform PCR amplification 

of any of the selected genes. For the two genes selected from bacteriophage CP2, we were 

able to amplify both, but we did not observe apparent expression of the CP2_29-His 

endolysin. We were, however, able to express and purify the His-CP2_07 protein. With 

structural characterization using circular dichroism (CD), we observed the presence of 

around 40.8% alpha-helices. Furthermore, we carried out thermal stability tests in the 

range of 20 ºC to 90 ºC, where we observed loss of structure from 50 ºC onwards. 

However, as the sample cooled, we observed a possible gain in structure caused by 

probable refolding of the protein. We evaluated the enzymatic activity of endolysin, 

where we observed the degradation of cellular fragments of Pseudomonas aeruginosa, as 

well as degradation of peptidoglycan purified from Bacillus subtilis. We also observed 

the bactericidal action of endolysin in X. citri, as well as other isolates of clinical interest 

(P. aeruginosa and E. coli). We also evaluated cell lysis of X. citri treated with His-

CP2_07 and 0.375 mM EDTA. We established the stability of our endolysin at pHs close 

to neutral or slightly alkaline and salinities close to 60 mM. Thus, our results demonstrate 

the bactericidal potential of His-CP2_07 against X. citri and paves the way for the 

development of alternative formulations to control this bacterium, as well as other 

bacteria of clinical interest. 

Keywords: Citrus canker; Bacteriophages; Enzyme, Peptidoglycan 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Importância da Citricultura 

A citricultura é uma atividade econômica que gera diversos empregos no setor 

agrícola, apresentando assim uma alta importância na economia brasileira (Neves, 2010). 

Atualmente o Brasil é líder mundial na produção de laranjas doce com produção estimada 

de 309,34 milhões de caixas referente a safra 2023/2024 (FUNDECITRUS, 2023). O 

Brasil é responsável por 80% do total de suco de laranja exportado do mundo. E somente 

a região sudeste é responsável por mais de 70% da produção de laranjas do país, o que se 

deve à enorme produtividade da citricultura no estado de São Paulo (IBGE, 2016). 

Apesar disso, essa produção é constantemente ameaçada por diversas doenças 

infecciosas, dentre elas, o cancro cítrico e o huanglongbing (HLB) que juntas já tomam 

30-40% das árvores do cinturão citrícola brasileiro (FUNDECITRUS). O cancro cítrico 

é causado pela bactéria Gram-negativa Xanthomonas citri subsp. citri (X. citri), 

classificada como Proteobactérias. X. citri é aeróbia obrigatória, possui morfologia de 

bastonetes e apresenta um flagelo polar (DAS, 2003). O cancro cítrico é uma doença que 

acomete todas as variedades de citros de importância econômica (GOTTWALD et al., 

2002). A infeção e doença ocorre quando a bactéria penetra o tecido vegetal através dos 

estômatos e lesões vegetais, causando a queda prematura de frutos e desfolha quando em 

alta severidade (GOTTWALD et al., 2002). Lesões causadas pelo cancro são superficiais 

e não interferem no uso da fruta para produção de suco. Contudo, os frutos sintomáticos 

perdem o valor como fruto de mesa e, portanto, há uma depreciação no seu valor 

agregado. A disseminação do fitopatógeno ocorre principalmente pela ação da chuva e 

do vento, podendo ser exacerbada pela larva minador dos citros, que ao se alimentar do 

mesofilo foliar produz galerias facilitando a infecção (CHAGAS, 2001). 

A principal forma de manejo do cancro cítrico hoje no estado de São Paulo é feita 

através da aplicação recorrente de soluções à base de cobre, como o oxicloreto de cobre 

e hidróxido de cobre, bem como uso de quebras-vento para conter a disseminação da 

doença, uso de mudas sadias para início de pomares e controle da larva minadora dos 

citros. Contudo, as formulações a base de cobre apresentam toxicidade para animais, 

vegetais e para a microbiota do solo (FONES & PRESTON 2013; BRUNETTO et al., 
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2016; CORNU et al., 2017;). Em plantas, o excesso de cobre é capaz de causar estresse 

oxidativo através da formação de espécies reativas de oxigênio (YRUELA, 2009; 

RAVET & PILON, 2013;). Consequentemente, há a degradação de diversas proteínas e 

enzimas celulares que podem acarretar na inibição do crescimento vegetal (YRUELA, 

2009). Plantas sujeitas a altas concentrações de cobre podem apresentar sintomas como 

clorose e necrose dos tecidos vegetais (DUCIC & POLLE, 2005). Finalmente, já houve 

relatos de isolados de Xanthomonas resistentes a esses compostos (BEHLAU et al., 2013). 

Sendo assim, se faz necessária a buscar por novas alternativas ao cobre para o combate 

desse fitopatógeno. 

1.2 Bacteriófagos 

Na biosfera existem cerca de 1031 partículas virais, presentes em diversos 

ambientes e ecossistemas, tendo papel fundamental na dinâmica de diversas populações 

nesses ambientes (STONE et al., 2019). Os vírus são capazes de infectar diversos 

organismos como bactérias, archaea e eucariontes (SUTTLE, 2007). Dentro da população 

viral, há um grupo de vírus que tem como hospedeiro as bactérias, são os chamados 

bacteriófagos (O'SULLIVAN et al., 2019). Ao injetarem seu material genético na célula 

hospedeira, os bacteriófagos se multiplicam usando a própria maquinaria celular 

bacteriana (SHARMA et al., 2017). 

De maneira geral, os bacteriófagos são compostos por uma cabeça icosaédrica, na 

qual se encontra o material genético, que é normalmente um DNA de fita dupla, ligada a 

uma cauda longa, que pode ser contrátil ou não (NORTH & DAVIDSON, 2021). A cauda 

tem a função de canal de transporte do material genético viral para a célula hospedeira 

(NOBREGA et al., 2018). O reconhecimento do hospedeiro é feito mediante a interação 

de proteínas da cauda do bacteriófago e antígenos de superfície da bactéria hospedeira 

(processo denominado de adsorção) (NOBREGA et al., 2018). 

Os bacteriófagos são geralmente classificados em relação ao tipo de ácido 

nucléico que possuem, sua morfologia, modo de infecção, filogenia, sua especificidade 

ao hospedeiro, sensibilidade a agentes físicos e químicos, bem como ao ambiente que é 

encontrado (ACKERMANN, 2009). Sua propagação ocorre de duas formas: por ciclo 

lítico ou lisogênico. No ciclo lítico, os fagos causam a lise das células bacterianas 

hospedeiras para liberar a progênie viral produzida durante infecção (YOUNG, 2002). 
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Para tal, fazem uso de enzimas (endolisinas) capazes de quebrar o peptidoglicano. Já no 

ciclo lisogênico, há a integração do material genético do fago no genoma do hospedeiro, 

que é replicado em conjunto com o DNA do hospedeiro (EREZ et al., 2017). 

1.3 Estrutura do peptidoglicano 

O peptidoglicano é uma estrutura que circunda a membrana celular bacteriana, 

oferece rigidez a célula e serve de moldura para a fixação de diversas proteínas e outros 

polímeros. Esta auxilia na manutenção da forma celular e permite a passagem de algumas 

substâncias químicas por difusão (PAZOS & PETERS, 2019). O peptidoglicano é uma 

estrutura tridimensional formada por uma porção peptídica e uma porção de açúcar 

(glicano). O peptidoglicano é um polímero que alterna o ácido-N-acetilmurâmico 

(MurNAc) e o N-acetilglicosamina (GlcNAc). Esses resíduos são ligados através de uma 

ligação beta (1-4) (figura 1) (Nelson et al.,2012). Essa cadeia é ligada covalentemente à 

cadeia peptídica através de uma ligação amida entre o MurNAc e a L-alanina, o primeiro 

aminoácido da cadeia peptídica. O restante dessa cadeia peptídica é formado por formas 

L e D alternadas de aminoácidos que variam de bactéria para bactéria (NELSON et 

al.,2012).  

Nas bactérias Gram-negativas e em algumas bactérias Gram-positivas como o 

gênero Bacillus, há a presença de um resíduo do Ácido diaminopimélico na terceira 

posição da cadeia peptídica. Em contrapartida, na maior parte das Gram-positivas, essa 

posição é ocupada por uma L-lisina (NELSON et al.,2012).  
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Figura 1 - Representação esquemática da estrutura do peptidoglicano (PG) de Staphylococcus 

aureus. A - N-acetilglicosaminidase hidrolisa o componente glicano da PG no lado redutor da 

GlcNAc. B - N-acetil muramidase (também conhecida como "muramidase" ou "lisozima") 

hidrolisa o componente glicano do PG no lado redutor do MurNAc. Da mesma forma, as 

transglicosilases líticas quebram a mesma ligação, mas formam intermediários N-acetil-1,6-

anidromuramil durante a clivagem. C - A amidase N-acetilmuramoil-L-alanina cliva uma ligação 

amida entre a parte glicana (MurNAc) e a parte peptídica (L-alanina) da parede celular. D-G - 

Uma endopeptidase cliva uma ligação amida entre os aminoácidos. Adaptado de NELSON et 

al.,2012. 

 

 

 

 

 

Por conta da alta taxa de conservação da estrutura do peptidoglicano entre os 

organismos, há um número limitado de sítios de clivagem para endolisinas e outras 

hidrolases (NELSON et al.,2012).  

1.4 Endolisinas 

Endolisinas são enzimas capazes de degradar o peptidoglicano presente na parede 

celular bacteriana. O primeiro relato de sua atividade ocorreu com a própria descoberta 

dos bacteriófagos por Frederick W (TWORT & LOND, 1915). Essas enzimas podem ser 

encontradas em quase todos os bacteriófagos (SCHMELCHER & LOESSNER, 2016). 

Elas são produzidas durante o ciclo lítico destes vírus (SCHMELCHER et al., 2012) e 

degradam a parede celular bacteriana de dentro para fora das células (STONE et al., 

2019). De maneira geral, as endolisinas são agrupadas em 4 principais classes e 

mecanismos de lise do peptidoglicano. São elas as glicosidases, as endopeptidases, as 

amido hidrolases e as transglicosilases. As glicosidases clivam a região glicana do 

peptidoglicano no lado redutor do GlcNAc (Figura 1 A). Outra glicosidase cliva o 

peptidoglicano no lado redutor do MurNAc (Figura 1 B). 
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A segunda classe são as denominadas amido hidrolases que clivam uma ligação 

amida entre a cadeia glicana (MurNAc) e a cadeia peptídica (L-alanina) do peptidoglicano 

(figura 1C). A terceira classe são as endopeptidases que clivam as ligações peptídicas 

entre os aminoácidos (figura 1 D-1 G). Por fim, a última classe de endolisinas são as 

transglicosilases que não são verdadeiras hidrolases por não precisarem de água para 

realizar a clivagem do substrato (Nelson et al.,2012). Essas enzimas são bastante 

semelhantes às muraidases já que também clivam a ligação beta (1-4) entre os resíduos 

de N-acetilmuramico e N-acetilglicosamina (Figura 1 B). 

 

Figura 2 – Esquema de lise celular por endolisinas. No fim do ciclo há liberação de holinas que 

formam poros na membrana plasmática da célula permitindo que as endolisinas acessem o 

peptidoglicano e o degradem. Adaptado de CARRATALÁ et al., 2023. 

 

 

 

Para a liberação da progênie viral, diversas proteínas são produzidas no interior 

da bactéria. As endolisinas são responsáveis pela quebra do peptidoglicano (figura 2). 

Entretanto, em bactérias Gram-negativas, por conta da membrana externa, o acesso das 

endolisinas ao peptidoglicano é dificultado (figura 3). Desta forma, para acessar o 

peptidoglicano, há a produção de uma outra proteína denominada holina que causa poros 

na membrana permitindo o acesso das endolisinas ao peptidoglicano (figura 2) 

(CARRATALÁ et al., 2023).  
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Figura 3 – Ação da endolisina em diferentes bactérias. Em Gram-negativas, a presença da 

membrana externa dificulta o acesso das endolisinas ao peptidoglicano. Ao mesmo tempo, em 

bactérias Gram-positivas, por não apresentarem membrana externa, o acesso ao peptidoglicano é 

facilitado. Adaptado de CARRATALÁ et al., 2023. 

 

 

As endolisinas apresentam uma estrutura monomérica ou globular (STONE et al., 

2019). Em bactérias Gram-positivas, as endolisinas apresentam múltiplos domínios, 

incluindo domínios de ligação à parede celular, já em Gram-negativas, como é o caso da 

X. citri, são quase sempre pequenas com apenas um domínio enzimático 

(SCHMELCHER & LOESSNER, 2016). O uso dessas enzimas se estende em diversos 

setores como na agricultura, biotecnologia, medicina e controle de contaminantes em 

alimentos (SCHMELCHER & LOESSNER 2016; STONE et al., 2019; ÖZAL et al., 

2022). 

Assim, o presente trabalho teve por objetivo avaliar uma endolisina codificada por 

bacteriófagos de X. citri (presentes na coleção do grupo) quanto ao seu potencial para 

controle de crescimento e prevenção de infecção causada por esta bactéria. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

2.1 Bacteriófagos como alternativa ao combate a isolados de interesse clínico 

Os bacteriófagos foram utilizados com sucesso para tratar infecções bacterianas 

duas décadas antes da descoberta da penicilina (TWORT, 1915; D’HERELLE, 1917). 

Bruynoghe e Maisin (1921) avaliaram o uso de bacteriófagos para o tratamento de 

infecções causadas por Staphylococcus. Apesar desse sucesso inicial, a falta de 

compreensão da biologia básica dos bacteriófagos levou a uma série de fracassos clínicos 

(WITTEBOLE, DE ROOCK & OPAL, 2014). Por conta disso, a terapia baseada em 

bacteriófagos foi abandonada no Ocidente em favor dos recém-chegados antibióticos 

(HANLON, 2007). Há relatos de utilização de bacteriófagos pela Europa Oriental 

anteriormente conhecida como União Soviética na década de 1919 para tratamento de 

doenças clínicas bacterianas (CHANISHVILI, 2012).  

Os antibióticos são uma parte importante da medicina moderna (PATIL et al., 

2020). Entretanto, com o aumento da resistência principalmente por parte do grupo 

ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, 

Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp.), bacteriófagos 

e suas enzimas estão sendo vistos mais uma vez como uma possível alternativa para o 

combate dessas bactérias e doenças.  Segundo HANLON, 2007, bacteriófagos 

apresentam diversos pontos em que são superiores no tratamento de infecções bacterianas 

em relação a tratamentos baseados em antibióticos. Podemos citar o fato de que a infecção 

bacteriófago-célula hospedeira é bastante específica e assim, não afeta outras bactérias 

que muitas vezes são benéficas para a saúde como é o caso das bactérias intestinais. O 

segundo ponto está relacionado aos mecanismos de ação dos bacteriófagos, que são 

distintos dos mecanismos de ação clássicos dos antibióticos e assim, mesmo isolados 

bacterianos multirresistentes podem ser susceptíveis aos bacteriófagos. O terceiro ponto 

está relacionado com a farmacocinética que, em muitos casos, é bastante complexa com 

a utilização de antibióticos convencionais e passa ser mais simples com a utilização de 

bacteriófagos. Ao passo que a partir da infecção do bacteriófago na célula hospedeira este 

libera sua progênie viral e assim, não se faz necessário o uso de doses repetidas do 

bacteriófago. O quarto ponto é que não há muitos relatos de efeitos colaterais ou alergias 

com a sua utilização. O quinto ponto é que a produção/propagação desses bacteriófagos 
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é bastante simples e barata, entretanto, não é uma tarefa fácil obter um bacteriófago que 

se enquadre de maneira a ser utilizado no tratamento de doenças clínicas.  

A terapia com bacteriófagos abrange o tratamento de infecções bacterianas 

utilizando bacteriófagos isolados, coquetéis de bacteriófagos, proteínas de bacteriófagos, 

bem como a ação combinada de bacteriófagos e suas enzimas com antibióticos 

convencionais (PATIL et al., 2020). Em relação ao grupo ESKAPE, a utilização de 

coquetéis de bacteriófagos, conforme relatado por Merabishvili et al., (2009); Wright et 

al., (2009); Nilsson, 2014, foram eficientes no tratamento de infecções de isolados 

resistentes a antibióticos. Em um estudo envolvendo oito pacientes, foram utilizados 82 

bacteriófagos contra isolados de Pseudomonas aeruginosa e oito bacteriófagos contra 

Staphylococcus aureus de maneira bem sucedida (Nilsson, 2014). O primeiro ensaio 

clínico envolvendo o coquetel de bacteriófagos AB-SAO1, contra Staphylococcus 

aureus, foi feito em pacientes com rinossinusite crônica, de forma bem sucedida (OOI et 

al., 2019).  

No caso de infecções causadas por Enterococcus spp, diversos estudos apontam 

que bacteriófagos são uma forma eficiente de controle para esses isolados. Bacteriófagos 

como EFDG1 (KHALIF et al., 2015), vB_EfaS-Zi, vB_EfaP-Max (MELO et al., 2019), 

EF1TV (D’Andrea et al., 2019) e um coquetel composto por EFDG1 e EFLK1 na 

proporção 1:1 (KHALIFA et al., 2019) foram capazes de reduzir significativamente a 

carga de Enterococci em biofilmes. 

Outro patógeno clinico de interesse é a Klebsiella pneumoniae. Estudos 

envolvendo o bacteriófago TKS-1, produtor de uma despolimerase, apresentou atividade 

contra biofilme bacteriano (TABASSUM et al., 2018). No caso de infecções causadas por 

Acinetobacter baumannii, que é associada a infecções urinárias, estudos in vivo com ratos 

(Mus musculus) demonstraram que a aplicação tópica do bacteriófago vB-GEC_AbM-G7 

resultou na redução da população de Acinetobacter baumannii no organismo 

(KUSRADZE et al., 2016). Além disso, tratamentos com bacteriófagos vB_AbaM-

IMEAB2 (WANG et al., 2016) e φkm18p (WANG et al., 2018) também foram capazes 

de reduzir a população de Acinetobacter baumannii em Mus musculus. 

Para Pseudomonas aeruginosa, a utilização de um coquetel de bacteriófagos 

(DL52, DL60, DL62, DL64 e DL68) foi capaz de causar uma redução significativa na 

formação do biofilme bacteriano (ALVES et al., 2015). Em Galleria mellonella, a 
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aplicação desse coquetel foi capaz de reduzir a população de Pseudomonas aeruginosa 

na hemolinfa do inseto (BEETON et al., 2015). No caso de Enterobacter spp, que é 

associada a diversas infecções gastrointestinais (PATIL et al., 2020), a aplicação de 

bacteriófagos como ELP140 ou a combinação de três outros bacteriófagos (ECP311, 

KPP235 e ELP140) em Galleria mellonella apresentou efeito bactericida (MANOHAR 

et al., 2018). Desta forma, essas evidências demonstram a possibilidade de utilização de 

bacteriófagos e suas enzimas como alternativas no controle de infecções causadas por 

patógenos resistentes a antibióticos. 

2.2 Uso de bacteriófagos na agricultura e como forma de aumentar o shelf-life de 

alimentos 

Estudos envolvendo bacteriófagos como forma de controle de infecções na 

alimentação é um tema de interesse por conta das bactérias patogênicas resistentes a 

tratamentos convencionais (STONE et al., 2019). A partir do início do século XXI, houve 

um maior interesse no uso de bacteriófagos, impulsionado pelos avanços na 

biotecnologia, como evidenciado pelo aumento no número de publicações, patentes e 

pedidos de patentes (HOLTAPPELS et al., 2019). 

O crestamento bacteriano é uma doença que afeta a soja (Glycine max). É causada 

pela bactéria Pseudomonas savastanoi. Os danos causados pela bactéria, bem como o 

surgimento de resistência criaram uma maior demanda por alternativas de manejo. 

Taracanov et al. (2022), foi capaz de demonstrar que o bacteriófago P421 foi eficiente no 

controle dessa bactéria. 

O gênero Xanthomonas tem um papel significativo devido à sua associação com 

diversas doenças que acometem plantas de interesse para produção agrícola global. As 

atuais práticas de manejo são vistas como insuficientes e prejudiciais aos ecossistemas 

naturais (NAKAYINGA et al., 2021). A empresa AgriPhage já desenvolveu formulações 

a base de bacteriófagos para combater Xanthomonas campestris pv. vesicatoria e 

Xanthomonas citri subsp. citri. Esses patógenos são responsáveis por doenças que causam 

manchas e pintas em tomate e pimentão, bem como o próprio o cancro cítrico. 

O "Goss wilt”, é causado pela bactéria Clavibacter michiganensis subsp. 

nebraskensis. Essa é uma doença que afeta a produção de milho (Zea mays). A aplicação 

do bacteriófago CN8 nas sementes de milho resultou em uma redução de 76% na 
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população bacteriana. Ao ser aplicado nas raízes e caules, foi observada uma diminuição 

de 20% na incidência da população bacteriana (KIMMELSHUE et al., 2019). Ralstonia 

solanacearum é uma bactéria que infecta a batata (Solanum tuberosum). Em plantas 

tratadas com o bacteriófago RsPod1EGY, não foi observado o desenvolvimento de 

sintomas da doença, e a avaliação por qPCR demonstrou uma redução significativa na 

população dessa bactéria no solo (ELHALAG et al., 2018). 

Além disso, há estudados que demonstram o uso dos bacteriófagos como forma 

de proteger alimentos e prolongar seu shelf-life. Muitas formulações com base em 

bacteriófagos estão comercialmente disponíveis e são "reconhecidos como seguros", 

sendo aprovados pela European Food Safety Authority (EFSA) ou pela US Food and 

Drug Administration (FDA) (MOYE et al., 2018; POLASKA et al., 2019). Um estudo 

realizado por Gouvêa et al. (2015) avaliou filmes de acetato de celulose associado a uma 

solução contendo os bacteriófagos (BFSE16, BFSE18, PaDTA1, PaDTA9, PaDTA10 e 

PaDTA11). Esse estudo demonstrou que esses bacteriófagos apresentaram atividade 

antimicrobiana contra Salmonella enterica subsp. enterica (ATCC 14028). Além disso, o 

produto comercial LISTEX™ P100 apresentou eficácia contra Listeria monocytogenes 

(CHIBEU et al., 2013). Esses produtos já aprovados e estudos mostram o potencial dos 

bacteriófagos como ferramenta no controle de patógenos e na preservação da 

contaminação de alimentos. 

2.3 Endolisinas como forma de controle antimicrobiano em alimentos 

Apesar da eficácia no uso de bacteriófagos como método de controle, existem 

algumas desvantagens em seu uso. Dentre elas podemos citar a necessidade de um 

bacteriófago virulento para que este possa infectar a célula hospedeira (SHANNON et al., 

2020). Assim, as endolisinas estão sendo investigadas como uma alternativa para 

aumentar a segurança dos alimentos e reduzir o risco de doenças (MISIOU et al., 2018). 

Diversos estudos demonstraram a eficiência do uso de endolisinas como forma de 

controle bacteriano afim de reduzir o risco de contaminação de alimentos (NAZIR et al., 

2023). 

Vegetais e frutas que são alimentos pouco processados e assim são os mais 

vulneráveis a contaminação por patógenos. Dessa forma, há a necessidade de se 

implementar formas para prevenção de contaminações e assim assegurar a segurança 

alimentar. Em folhas de alface iceberg, contaminadas com Listeria monocytogenes, 
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Schmelcher et al, (2012) observou ação antimicrobiana de endolisinas. Há também a 

utilização de endolisinas como sanitizante para evitar formação de biofilme em 

ferramentas e materiais em contato com alimentos em fábricas alimentícias, além de 

também evitar a contaminação cruzada (Nazir et al., 2023). Duas endolisinas, LysWL59 

e LysWL60 do bacteriófago LPST10 apresentaram ação antimicrobiana ao serem 

aplicadas em conjunto com EDTA 0,5 mM (LIU et al., 2019). Estudos demonstraram 

também a eficiência dessas enzimas na degradação do biofilme de Staphylococcus e 

Streptococcus (SAS et al., 2007; SON et al., 2010).  

Plantas de tomate codificando endolisinas produzidas pelo bacteriófago CMP1, 

foram resistentes à infecção por Clavibacter michiganensis (HAUSBECK et al., 2000). 

Em batatas transgênicas codificantes de endolisinas do bacteriófago T4 de E. coli 

apresentaram resistência ao fitopatógeno Erwinia carotovora (DÜRING et al., 1993). A 

ação sinérgica dessas enzimas com antimicrobianos clássicos é bastante estudada e 

apresenta potencial protetivo contra infecções bacterianas (ABEBE, 2020). 

As endolisinas também podem ser utilizadas em laticínios e carnes. A endolisina 

do bacteriófago H5 de Staphylococcus reduziu a incidência de Staphylococcus aureus em 

leite pasteurizado em 1 log após 60 minutos e foi bactericida após 4 horas de tratamento 

(OBESO et al.,2008). A endolisina LysCs4 de Cronobacter sakazakii foi avaliada em 

fórmula infantil, em concentração de 50 µg/mL, onde foi observada degradação do 

peptidoglicano de Cronobacter sakazakii (ENDERSEN et al., 2015). Já a endolisina 

DLn1 foi capaz de reduziu a população de Bacillus cereus em 4,7 log após 24 h (LI et 

al.,2022). Carne de pato contaminada com Clostridium perfringens e tratada com 

endolisina em concentração de 100 µg/mL e 50 µg/mL apresentou uma redução de células 

viáveis de respectivamente 3,2 log e 3,08 após 48 horas a 4 °C (LU et al., 2023).  

2.4 Endolisinas como forma de combate a isolados de interesse clínico 

Terapias que associam endolisinas junto com antimicrobianos convencionais, são 

uma forma promissora de controle antimicrobiano, principalmente em relação ao grupo 

ESKAPE (VASINA et al., 2021). De acordo com Vasina et al, (2021), as endolisinas 

LysAm24, LysAp22, LysECD7 e LysSi3 apresentaram ação bactericida contra K. 

pneumoniae, Salmonella sp., P. aeruginosa, Escherichia coli, A. baumannii e 
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Enterobacter sp. Essas endolisinas não apresentaram citotoxicidade e não induziram 

resistência em curto prazo (VASINA et al., 2021); (HESELPOTH et al., 2022). 

Em outro estudo, a endolisina Pa01Ply, modificada com um peptídeo catiônico, 

em ensaios in vitro apresentou ação bactericida contra diversos isolados do grupo 

ESKAPE, incluindo A. baumannii, P. aeruginosa e S. aureus, abrangendo tanto bactérias 

Gram-negativas quanto Gram-positivas. Esse peptídeo apresentou atividade em uma 

ampla faixa de temperatura e pH, sem apresentar citotoxicidade em células humanas 

(HESELPOTH et al., 2022). 

A endolisina modificada do bacteriófago vB_KpnS_MK54 apresentou atividade 

contra isolados de K. pneumoniae e também apresentou eficácia em ensaios in vivo em 

ratos (LU et al., 2022). As endolisinas dos bacteriófagos PBEC30 e PBEC56 

apresentaram ação bactericida contra isolados de bactérias Gram-negativas, incluindo 

Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter 

baumannii (JEONG et al., 2023). 

Segundo Pallesen et al, (2023), a endolisina XZ.700 foi capaz de inibir o 

crescimento de Staphylococcus aureus, presente na pele de pacientes. Já Son et al, (2020) 

demonstrou a eficácia de um peptídeo hibridizado, formado por duas endolisinas, 

LysSA11 e LysB4, que apresentou ação antimicrobiana contra isolados de S. aureus e B. 

cereus. 

A endolisina LysSAP26, do bacteriófago SAP-26, apresentou atividade contra 

isolados de Acinetobacter baumannii, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e 

Pseudomonas aeruginosa resistentes a carbapenêmicos, bem como contra 

Staphylococcus aureus resistente à oxacilina e Enterococcus faecium resistente à 

vancomicina (KIM et al., 2020). 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

Caracterizar endolisinas virais e avaliar seu potencial de controle sobre o crescimento de 

Xanthomonas citri subsp. citri. 

  

3.2 Objetivos específicos 

-  Identificar genes codificadores para endolisinas em genomas de fagos líticos de X. citri; 

- Isolar genes de endolisinas para construção de sistemas de expressão em bactérias; 

-  Expressar as endolisinas em sistemas bacterianos; 

- Avaliar a estabilidade da endolisina em ensaios de dicroísmo circular (CD); 

- Avaliar a estabilidade da endolisina em diferentes pHs e salinidades; 

- Avaliar a atividade lítica da endolisina na degradação de peptidoglicano; 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS  

4.1 Linhagens bacterianas e condições de cultivo  

Utilizamos a linhagem Xanthomonas citri subsp. citri 306 (IBSBF1594) 

(SCHAAD et al. 2006), que teve o genoma sequenciado (da SILVA et al., 2002), 

linhagens de Xanthomonas cedidas gentilmente pela FUNDECITRUS (FDC 102 e FDC 

02), (tabela 1). Para seu crescimento, foi utilizado o meio NYG (peptona 5 g/L, extrato 

de levedura 3 g/L, glicerol 20 g/L) com ou sem adição de ágar (15 g/L). O crescimento 

bacteriano foi realizado a 28 °C com ou sem agitação (200 rpm). Para a clonagem 

utilizamos a linhagem de E. coli DH10B (tabela 1) e para a expressão de proteínas 

utilizamos a linhagem E. coli T7 express (tabela 1). O cultivo das mesmas foi feito em 

meio LB (extrato de levedura 5 g/L, triptona 10 g/L, cloreto de sódio 5 g/L), com ou sem 

ágar (15 g/L) a 30 °C, e agitação a 200 rpm, se necessário. Utilizamos também linhagens 

de Bacillus subtilis (ATCC 6633), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), 

Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922) (tabela 1). O 

crescimento dessas linhagens foi feito em meio LB/LB-ágar (15 g/L) a 37 ºC. 
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Tabela 1 - Linhagens bacterianas utilizadas ao longo do trabalho. 

Linhagem características 

relevantes 

Referência  

Xanthomonas citri subsp. citri 306 X. citri  SCHAAD et al. 2006 

Xanthomonas citri subsp. citri FDC 102 FDC 102 

(linhagem host para 

propagação dos 

bacteriófagos) 

FUNDECITRUS 

Xanthomonas citri subsp. citri FDC 02 FDC 02 

(linhagem host para 

propagação dos 

bacteriófagos) 

FUNDECITRUS 

Pseudomonas aeruginosa P. aeruginosa ATCC 

27853 

FIO CRUZ 

Bacillus subtilis B. subtilis ATCC 6633 FIO CRUZ 

Staphylococcus aureus S. aureus ATCC 25923 FIO CRUZ 

Escherichia coli E. coli 

ATCC 25922 

FIO CRUZ 

Escherichia coli E. coli DH10B, 

linhagem para 

procedimentos de 

clonagem 

Invitrogen 

Escherichia coli T7 express E. coli T7 express; 

linhagem para 

expressão heteróloga 

Novagen 

 

4.2 Propagação e manutenção dos bacteriófagos 

Para a propagação dos bacteriófagos da nossa coleção (LGB - Laboratório de 

Genética de Bactérias), 100 μL da suspensão de bacteriófagos já purificados e 

conservados pelo grupo e 100 μL de cultura de FDC 102 ou FDC 02 D.O600nm~ 1,0 foram 

acrescentados a 3 mL de NYG soft (5 g/L de peptona; 3 g/L de extrato de levedura; 20 

g/L de glicerol e 0,65% de ágar (w/v) em placa já contendo uma fina camada de NYG 

sólido com 1,5% de ágar. As placas foram incubadas a 29 ºC por 24 horas. Após 

incubação, as placas com formação spider web-like, foram incubadas em tampão SM (100 
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mM NaCl; 10 mM MgSO4; 50 mM Tris-HCl pH 7.4; 0.01% ágar (v/v)) por 24 horas a 

8ºC para recuperação dos bacteriófagos. Após incubação a solução foi filtrada em filtro 

0,22 μm. Posteriormente realizamos a quantificação através da diluição dos filtrados para 

cálculo da PFU/mL (unidades formadoras de placa/mL). 

4.3 Procedimentos gerais de biologia molecular 

Todas as enzimas de restrição, bem como as polimerases que foram utilizadas ao 

longo do projeto foram obtidas da empresa Thermo-Scientifics. Os genes referentes às 

endolisinas foram amplificados utilizando-se a enzima Pfu polimerase, ou Taq DNA 

polimerase conforme especificações do fabricante. Amplificações de DNA por PCR 

seguiram o padrão da tabela 2. 

Tabela 2 – Reação padrão de PCR 

Componente Quantidade por reação 

Água MiliQ autoclavada 

 

Para completar 50 μL finais da reação 

 

Tampão da enzima  

 

Diluído para 1X  

 

DNA molde 

 

~5 ng 

 

Primer Forward 

 

1,0 μM 

 

Primer Reverse 

 

1,0 μM 

 

DMSO 

 

3% (v/v) 

 

Mix dNTPs 

 

100,0 μM de cada 

 

Polimerase 1,0 U 

Volume final 

 

50 μL 

 

 

Os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose 0,7% em TBE 1%. 

Bandas de tamanho esperado foram extraídas do gel e purificadas com GeneJet Gel 

Extraction kit (Thermo-Scientifics). Os produtos foram ligados ao vetor pJET e após 

seleção em meio LB com ampicilina (50 µg/mL), três clones positivos para ligação foram 

selecionados e enviados para sequenciamento para confirmação da construção. Em 

seguida, cada produto de PCR foi liberado do pJET por digestão enzimática com suas 

respectivas enzimas de restrição (conforme planejamento prévio de clonagem) e ligado 
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ao vetor de expressão pET28a (Novagen) linearizado com as mesmas enzimas de 

restrição. Esse vetor permite a expressão de caudas de histidina para auxiliar no processo 

de purificação. Os vetores foram selecionados mediante transformação em E. coli DH10B 

na presença de canamicina 20 µg/mL (SAMBROOK, 1989). 

4.4 Bioinformática: busca por genes candidatos 

Os bacteriófagos CP1 (NCBI: NC_019933.2) e CP2 (NCBI: NC_020205.1) 

(AHMAD et al.,2014), de origem japonesa, gentilmente cedidos pelo professor Jeffrey 

Jones, University of Florida, tiveram seu genoma re-sequenciados e anotados em 

colaboração com o professor Mark Enright, Manchester Metropolitan University. 

Potenciais ORFs foram anotadas com auxílio do programa Prokka v.1.13 (SEEMAN et 

al., 2014). Para a visualização do genoma utilizamos o software Artemis v. 17.0.1 

(CARVER et al., 2012). Para buscar os genes codificadores para enzimas de interesse 

utilizamos busca por homologia estrutural com o HHpred (SÖDING et al., 2005) no 

Protein Data Bank (PDB). Dentre as sequências investigadas, selecionamos duas 

endolisinas do bacteriófago CP1 (apêndice A) e duas endolisinas do bacteriófago CP2 

(apêndice A).  

4.5 Modelagem in silico das endolisinas 

Todas as modelagens foram realizadas com auxílio da ferramenta Colab Fold 

(Alpha Fold2) (MIRDITA et al., 2021). Para a avaliação por Ramachandran utilizamos o 

SWISS-MODEL (WATERHOUSE et al., 2018). Para a visualização e avaliação da 

estrutura, utilizamos o ChimeraX 1.7, para avaliação do domínio das enzimas utilizamos 

o InterPro (Paysan-Lafosse et al.,2022) e para busca por homólogos utilizamos o HHpred 

(SÖDING et al., 2005). 

4.6 Desenho dos primers 

Primers foram desenhados com base na sequência genômica do bacteriófago CP1 

e CP2 para a amplificação dos genes candidatos. Para tal, utilizamos o software Artemis 

v. 17.0.1 (CARVER et al., 2012) para a visualização do genoma completo. Para avaliação 

dos parâmetros termodinâmicos e otimização dos primers contidos na tabela 3, utilizamos 

o software Gene Runner v. 6.5.50.  
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Tabela 3 – Sequência dos oligonucleotídeos desenhados e utilizados para amplificação das 

endolisinas. Os sítios das enzimas de restrição utilizadas encontram-se sublinhados. 

 

Produto Primer Sequência 5’ – 3’ 

CP1_21 CP1_21_F 
AAACCATGGAAATGGACATCAACAAGTATG 

 

 CP1_21_R 
TTTAAGCTTCTCATAAGATGGCCTGTCAAG 

 

CP1_30 CP1_30_F 
AAACCATGGAAATGCCTACAAAGAATGAAAG 

 

 CP1_30_F 
TTTAAGCTTCGGGCGAATGAAATTACTG 

 

CP2_07 CP2_07_F 
AAACATATGTCCGACCAAGCCGCGAAG 

 

 CP2_07_R 
TTTAAGCTTTCAGCCCGCCCGAAGGTACAG 

 

CP2_29 CP2_29_F 
AAACCATGGAAATGGCCACCATCATTCCGCGC 

 

 CP2_29_R 
TTTAAGCTTGTTCGACCCCGCGCTGTTGG 

 

4.7 Amplificação dos genes do bacteriófago CP1 

A amplificação dos genes do bacteriófago CP1 (tabela 4) foi feita por PCR 

touchdown, bem como por PCR gradiente conforme a tabela 5 e 6. Todas as reações foram 

feitas em termociclador Bio Rad modelo T100. Para as reações de PCR utilizamos tanto 

a enzima Taq polimerase como também a Pfu polimerase. Avaliamos também a adição 

de alguns aditivos como DMSO (1-5%) bem como formamida (1-5%). 

Tabela 4 – Genes do bacteriófago CP1 utilizado nesse trabalho 

Bacteriófago (gene) Coordenada genômica Tamanho (pb) 

CP1_21 15647..16051 405 

CP_30 24591..25130 540 
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Tabela 5 – Ciclos para amplificação do bacteriófago CP1. 

Ciclos   Temperatura Tempo (min) 

1X Desnaturação 

Inicial 

95 ºC 2:30 

  Desnaturação 95 ºC 0:30 

10X Hibridização 50 ºC (+2 ºC/ciclo) 0:30 

  Extensão 72 ºC 1:30 

1X Desnaturação 95ºC 0:30 

  Hibridização 54ºC 0:30 

25X Extensão 72ºC 1:30 

  Extensão Final 72ºC 5:00 

        

Tabela 6 – Ciclos para amplificação dos genes do bacteriófago CP1 

Ciclos   Temperatura Tempo 

(min) 

1X Desnaturação Inicial 95 ºC 2:30 

  Desnaturação 95 ºC 0:30 

35X Hibridização 55 ºC – 67 ºC 0:30 

  Extensão 72 ºC 1:00 

1X Extensão final 72 ºC 3:00 
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4.8 Amplificação dos genes do bacteriófago CP2 

A amplificação do gene CP2_07 (tabela 7) foi feita por PCR touchdown, conforme 

a tabela 8. Todas as reações foram feitas em termociclador Bio Rad modelo T100.  

Tabela 7 - Genes do bacteriófago CP2 utilizado nesse trabalho. 

Bacteriófago (gene) Coordenada genômica Tamanho (pb) 

CP2_07 4030..4632 603 

CP2_29 19371..21563 2193 

 

Tabela 8 - Ciclos para amplificação do gene CP2_07. 

Ciclos  Temperatura Tempo (min) 

1X Desnaturação Inicial 95 ºC 2:30 

 Desnaturação 95 ºC 0:30 

10X Hibridização 50 ºC (+2 ºC/ciclo) 0:30 

 Extensão 72 ºC 1:30 

1X Desnaturação 95 ºC 0:30 

 Hibridização 54 ºC 0:30 

25X Extensão 72 ºC 1:30 

 Extensão Final 72 ºC 5:00 

    

 

Para amplificação do gene CP2_29 (tabela 7) foi feita primeiramente uma reação 

de PCR gradiente para definir a melhor temperatura de anelamento, conforme tabela 9. 

Tabela 9 - Ciclos para amplificação do gene CP2_29. 

Ciclos  Temperatura Tempo (min) 

1X Desnaturação Inicial 95 ºC 2:30 

 Desnaturação 95 ºC 0:30 

35X Hibridização 55 ºC – 67 ºC 0:30 

 Extensão 72 ºC 2:30 

1X Extensão final 72 ºC 5:00 
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A reação final utilizada para amplificação do gene CP2_29 está contida na tabela 10. 

Tabela 10 - Ciclos para amplificação do gene CP2_29. 

Ciclos  Temperatura Tempo (min) 

1X Desnaturação Inicial 95 ºC 2:30 

 Desnaturação 95 ºC 0:30 

35X Hibridização 67 ºC 0:30 

 Extensão 72 ºC 2:30 

1X Extensão final 72 ºC 5:00 

 

 

4.9 Condições de expressão da endolisina His-CP2_07 e CP2_29-His 

As construções em pET28a para expressão heteróloga de endolisinas foram 

transformadas em células de E. coli T7 express para testes de expressão. Células foram 

inicialmente cultivadas em 10 mL de LB com adição de 20 µg/mL de canamicina a 37 ºC 

por 12 h sob agitação de 200 rpm. A seguir, cultivos foram diluídos em 50 mL de meio 

LB também contendo canamicina (20µg/mL) para D.O600nm ~ 0,1 e mantidos a 37 ºC até 

que atingissem a D.O600nm ~ 0,5, quando foi adicionado isopropyl-β-D-

thiogalactopyranoside (IPTG) para 1mM. O cultivo foi então transferido para 20 ºC ou 

30 ºC por mais 4 horas. Alíquotas de 1mL foram retiradas a cada 60 minutos para 

verificarmos a indução das proteínas de interesse. A avaliação da expressão foi feita em 

gel SDS-PAGE corado com Coomassie blue (SAMBROOK, 1989). 

4.10 Condições de purificação da endolisina 

A expressão das proteínas foi realizada da mesma maneira como descrito no 

tópico anterior, para a melhor condição de expressão avaliada. Após a indução, células 

relativas a cultivos de 500 mL foram resgatadas por centrifugação a 6000 xg por 30 

minutos. Para lise celular usamos o tampão A: 30 mM Tris-HCl pH 8; 60 mM NaCl; 10% 

glicerol para volume final de 5 mL. As amostras foram mantidas em tubos de 50 mL no 

gelo, sendo submetidas a 20 ciclos de ultrassom, sendo 10 segundos ligado e 30 segundos 

de intervalo entre pulsos (utilizamos o equipamento VibraCell VCX-130). Para a 

clarificação das amostras, foi feita uma etapa de centrifugação a 15000 xg por 10 min a 4 
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ºC. As amostras foram então colocadas em contato com resina sepharose fast flow (GE) 

carregada com Ni2+. A ligação foi feita no gelo por 1 hora. A mistura foi então transferida 

para uma coluna descartável de cromatografia (vol. ~ 15 mL) onde deixamos a resina 

decantar. Para a eluição das amostras, utilizamos 5 mL de tampão B, com o seguinte 

gradiente de imidazol (step): 20 mM, 40 mM, 80 mM e 200 mM. Para análise dessa etapa, 

40 μL de cada passo da purificação foram misturadas com 20 μL de tampão de amostra 

SDS para análise em gel de SDS-PAGE (diluição 1:3). Coletamos também amostras do 

flow through bem como do clarificado antes de passar pela coluna. Após purificação, as 

amostras contendo as frações de interesse foram dialisadas contra tampão A para remoção 

do imidazol e quantificadas. 

4.11 Quantificação proteica 

Para quantificar nossas amostras utilizamos o método descrito por Noble, 2014. 

Para tal, calculamos o coeficiente de extinção molar a 280 nm segundo Batabyal et al., 

2021, e a absorbância da amostra a 280 nm foi obtida com auxílio do leitor de placa H1 

(BioTek, Winooski, EUA). 

4.12 Avaliação da atividade das endolisinas  

Para avaliar o potencial de degradação do peptidoglicano, seguimos a 

metodologia descrita por Schmitz (2010), com modificações. Os cultivos de X. citri foram 

preparados em meio NYG até D.O600nm ~ 1,0. Os cultivos foram centrifugados e 

ressuspendidos em água destilada autoclavada em metade do volume inicial.  As amostras 

foram submetidas a 20 ciclos de ultrassom, sendo 10 segundos ligado e 30 segundos de 

intervalo entre pulsos (utilizamos o equipamento VibraCell VCX-130). A essa solução, 

foi adicionado ágar para concentração final de 1,5%. Esse meio foi então vertido em 

placas de Petri médias (15 cm de diâmetro). Cinco µL de enzima (40 µg) foi adicionado 

a cada placa. A atividade enzimática foi avaliada através da formação de halo de 

degradação. Alternativamente realizamos o mesmo processo para a linhagem de P. 

aeruginosa sendo que seu crescimento foi feito em meio LB por 16 h a 30 ºC até atingir 

D.O600mn de ~ 1,0. 
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4.13 Dicroísmo Circular (CD) e estabilidade térmica 

Para avaliar a estabilidade estrutural das enzimas virais purificadas frente a 

diferentes temperaturas utilizamos a técnica de dicroísmo circular. Esta etapa foi realizada 

em colaboração com o Dr. Carlos Ramos, UNICAMP, Campinas, SP. Brevemente, para 

os ensaios de CD, todas as amostras foram centrifugadas a 10000 xg por 10 min a 4 °C e 

o tampão foi filtrado, com o auxílio de uma seringa descartável, em filtro 0,22 µm. Os 

experimentos foram realizados usando um espectropolarímetro JASCO J-700 acoplado a 

Peltier para o controle de temperatura e cubeta retangular de caminho óptico de 1 mm. 

Todos os espectros foram obtidos a 20 °C e correspondem a média de 32 acumulações 

feitas com velocidade de escaneamento de 50 nm/min e resposta de 2 segundos. Os 

ensaios de desenovelamento térmico foram realizados no intervalo de 20 °C a 90 °C com 

uma taxa de aquecimento de 1 °C/min. O tratamento dos dados foi realizado usando os 

softwares Origin® 8.1 e GraphPad Prism 8, subtraindo o sinal do tampão em todos os 

experimentos e convertendo os valores de CD (originalmente obtidos em mdeg) em 

elipticidade molar residual média [θ], cuja unidade é dada em deg cm2 dmol-1, utilizando 

a equação abaixo (1), onde MM é a massa molar da proteína, n é o número de resíduo por 

monômero de proteína, C é a sua concentração em mg/mL e l o caminho óptico da cubeta 

utilizada. 

 

[𝜃] =  
𝜃100𝑀𝑀

𝐶𝑙𝑛
 (1) 

 

O valor de [θ] da transição em 208 nm foi utilizado para estimar o conteúdo de 

alfa-hélice da proteína por meio da equação abaixo: (CORRÊA & RAMOS, 2009). 

𝑓𝐻

=
([𝜃]208𝑛𝑚 −  4000)

(−33000 −  4000)
 

4.14 Purificação e coloração do extrato bruto de peptidoglicano de X. citri 

A purificação do extrato bruto de peptidoglicano de X. citri foi realizada conforme 

Santin & Cascales (2017) com modificações. Em resumo, preparamos cultivos de X. citri 
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até uma D.O600nm de aproximadamente 1,0, com volume final de 1 litro. As células foram 

coletadas por centrifugação a 6000 xg por 30 minutos e ressuspendidas em água destilada 

autoclavada, para volume final de 10 mL. Em seguida, realizamos a lise celular por 

ultrassom: 10 ciclos de lise, alternando entre 10 segundos (ON) e 30 segundos (OFF). A 

amostra foi dividida em tubos de 1,5 mL, sendo 200 µL da suspensão adicionados a cada 

tubo. Na sequência, adicionamos NaOH para concentração final de 200 mM. A mistura 

foi incubada a 37 ºC por 30 minutos. Em seguida, o corante Ramazol Brilhante Blue R 

(RBBr) foi adicionado à solução, para concentração final de 25 mM. A solução foi 

incubada a 37 ºC por 16 horas. Em seguida, adicionamos HCl a solução, para uma 

concentração final de 500 mM. A amostra foi então vortexada e centrifugada a 6000 xg 

por 10 minutos. O passo de adição de HCl e a subsequente centrifugação foi repetido mais 

uma vez. Após essa etapa, a amostra foi lavada com tampão A para remoção do excesso 

de RBBr. O extrato bruto de peptidoglicano corado foi armazenado a 12 ºC. 

4.15 Avaliação da ação do NaCl e pH na atividade enzimática 

Para os ensaios de estabilidade em NaCl, utilizamos as seguintes concentrações 

de NaCl 1 M; 0,5 M; 0,25 M; 0,125 M, 60 mM e sem NaCl com adição de 30 mM de tris-

HCl e pH 8,0 e o extrato bruto de peptidoglicano obtido na etapa anterior. A avaliação da 

atividade enzimática ocorreu após 2 horas de tratamento com a endolisina (100 µg/mL). 

Ao término do tratamento, adicionamos 1 volume de etanol para interromper a reação. Os 

tratamentos foram submetidos a uma centrifugação a 13000 xg por 5 minutos, e 100 µL 

do sobrenadante foi transferido para uma placa de 96 poços para avaliar a degradação do 

extrato bruto de peptidoglicano e a consequente liberação do corante RBBr. As leituras 

foram realizadas com o auxílio do leitor de placa H1 (BioTek, Winooski, EUA), com a 

leitura feita a 595 nm. 

Da mesma forma, investigamos o efeito do pH na atividade enzimática. 

Avaliamos os seguintes valores de pH: 3,0, 4,0, 5,0, 8,0, 9,0 e 10,0. Para os pHs 3, 4 e 5, 

utilizamos um tampão de citrato de sódio com uma concentração final de 60 mM. Para o 

pH 8,0, utilizamos o tampão fosfato de potássio, também com concentração final de 60 

mM, e para os pHs 9,0 e 10, utilizamos o tampão de carbonato de cálcio, com 

concentração final de 60 mM. A concentração de endolisina final testada foi de 100 

µg/mL. A avaliação também foi realizada após um tratamento de 2 horas, com o auxílio 

do leitor de placa H1 (BioTek, Winooski, EUA) a 595 nm. 
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4.16 Purificação do peptidoglicano de B. subtilis e avaliação da atividade 

enzimática 

Afim de quantificar a degradação enzimática das endolisinas utilizamos 

peptidoglicano purificado de células de B. subtilis. A purificação do peptidoglicano foi 

realizada conforme descrito por Chateau, 2019 com modificações. Brevemente, B. 

subtilis foi cultivado até a D.O600nm de ~ 1,0. A partir desse cultivo realizamos uma 

diluição para um novo cultivo com D.O600nm de 0,1 em volume final de 500 mL. Após 8 

horas, as células foram coletadas a 6000 xg por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado 

e o pellet foi ressuspendido em 50 mL de água destilada autoclavada. Dois mL dessa 

cultura foram aliquotados em tubos de 2 mL para lise mecânica por perola de vidro (~100 

mg). Após a lise, deixamos as pérolas de decantarem e o sobrenadante foi transferido para 

um novo tubo de 50 mL. A amostra foi centrifugada por 10 minutos a 6000 xg e ao pellet, 

adicionamos 25 mL de Tris-HCl pH 7,5 juntamente com DNAseI para concentração final 

de 1 µg/mL e RNAse para concentração final de 10 µg/mL. Adicionamos também 100 

mM de MgSO4. A amostra foi incubada por 4 horas a 37 ºC. Após as 4 horas, foi 

adicionado proteinase K para a concentração final de 10 µg/ml e CaCl2 para concentração 

final de 100 mM. A amostra foi incubada por 16 horas a 37 ºC. Após incubação, o pellet 

foi coletado (6000 xg por 15 minutos) e lavado com água destilada autoclavada. O passo 

anterior foi repetido por mais duas vezes. Em seguida adicionamos SDS para 

concentração final de 4% e volume final de 25 mL. O tubo foi levemente fechado e 

mantido em água fervendo por 30 minutos. A amostra foi então centrifugada a 6000 xg 

por 15 minutos. O sobrenadante descartado e o pellet foi lavado com água destilada 

autoclavada. O passo anterior foi repetido por mais duas vezes. A amostra foi lavada com 

25 mL de Tris-HCl pH 8,0. A amostra foi centrifugada a 6000 xg por 10 minutos. Esse 

passo foi repetido mais uma vez. A amostra foi lavada com 25 mL de EDTA 100 mM, 

sendo então centrifugada a 6000 xg por 15 minutos. A amostra foi então lavada com água 

destilada e centrifugada a 6000 xg por 15 minutos. A amostra foi lavada com acetona (25 

mL) e centrifugada a 4 ºC 3000 xg por 10 minutos. A amostra foi finalmente lavada por 

mais duas vezes com água. O pellet de peptidoglicano purificado foi seco e mantido a 4 

ºC.  

Para avaliação da degradação, 30 μL do peptidoglicano purificado no passo 

anterior foi adicionado a 60 μL de tampão A (30 mM Tris-HCl pH 8; 60 mM NaCl; 10% 

glicerol) com e sem a presença da endolisina. As amostras foram incubadas a 37 ºC por 
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até 200 minutos. O teste foi feito em uma placa de 96 poços em 100 µL de volume total. 

A absorbância de cada amostra a D.O600nm foi avaliada em intervalos de 5 minutos com 

auxílio do leitor de placas Synergy H1 (BioTek, Winooski, EUA). 

4.17 Avaliação do efeito bactericida da endolisina 

A avaliação da ação bactericida da endolisina foi feita em placas de 96 poços que 

permite a diluição seriada dos tratamentos. As células foram tratadas com EDTA (ácido 

etilenodiamino tetra-acético) 3 mM e endolisina a concentração inicial de 400 µg/mL. 

Para preparo dessas soluções, cada tratamento foi feito em meio de cultivo apropriado 

(NYG ou LB). A cada poço da placa foi adicionado 90 µL de meio de cultura NYG ou 

LB contendo ou não endolisina e 10 µL de inóculo bacteriano para concentração final de 

105 CFU/poço. Para o controle positivo foi adicionado 90 µL de solução contendo 

antibiótico apropriado: para X. citri, P. aeruginosa e B. subtilis – Canamicina para 

concentração final de 50 µg/mL; para E. coli – Ampicilina 100 µg/mL e, por fim para S. 

aureus – Vancomicina 20 µg/mL, e 10 µL de cada inóculo bacteriano totalizando 100 µL 

de volume por poço. Para controle negativo, foi adicionado somente 10 µL de inóculo 

bacteriano aos 90 µL de meio de cultura sem qualquer tratamento. Após a preparação das 

placas, elas foram incubadas a 29 ºC por um período de 16 horas no caso das placas 

contendo X. citri; as demais foram incubadas a 36 ºC por 8 horas. Para a avaliação da 

ação bactericida da endolisina, utilizamos a técnica de Minimum Bactericidal 

Concentration (MBC). Para isso, com auxílio de um replicador de placas, transferimos 

uma fração do conteúdo de cada poço da placa de 96 poços para uma placa de Petri de 15 

cm contendo meio NYG ou LB sólido. Em seguida, incubamos a placa a 29 ºC por 72 

horas no caso das placas contendo X. citri, e a 36 ºC por 24 horas no caso das demais. 

4.18 Curva de crescimento com endolisina e EDTA 

Realizamos uma curva de crescimento bacteriano na presença da endolisina para 

avaliar o potencial de lise da nossa endolisina sobre células de X citri. O crescimento 

bacteriano foi feito em placas de 24 poços com volume final de cultivo de 1 mL 

(utilizando meio NYG). O ensaio foi feito em leitor de placas Synergy H1 (BioTek, 

Winooski, EUA), com monitoramento de D.O600nm em intervalos de 5 min. Preparamos 

os seguintes 4 tratamentos: CN – células não tratadas; EDTA – células tratadas com 0,375 

mM de EDTA; Endolisina 100 µg/mL - células tratadas com 100 µg/mL de endolisina; 
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Endolisina 100 µg/ml + EDTA 0,375 mM. Ao atingirem D.O600nm ~ 0,2, adicionamos a 

endolisina para concentração final de 100 µg/mL aos tratamentos. Após a adição da 

endolisina o padrão de lise e crescimento bacteriano foi avaliado através da 

redução/aumento da D.O 600nm em intervalos de 5 minutos.  

4.19 Análise estatística e construção dos gráficos 

Para construção dos gráficos e análise de nossos dados utilizamos o software 

GraphPad Prism 6,0. Para análise estatística realizamos ANOVA (e Tukey's para avaliar 

diferenças entre as medias dos grupos). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Propagação dos bacteriófagos 

A manutenção e propagação dos estoques de ambos os bacteriófagos CP1 e CP2 

foi realizada para manter a viabilidade dos bacteriófagos. Obtivemos como concentração 

final do bacteriófago CP2 aproximadamente 108 PFU/mL. Já para o bacteriófago CP1 

obtivemos a concentração de aproximadamente 107 PFU/mL. A quantificação foi feita a 

partir de uma diluição seriada e a contagem dos halos de lise (figura 4 e 5). 

Figura 4 – Placa de lise: Crescimento do bacteriófago CP2 com a formação de halos de lise. A 

concentração final obtida foi de ~108 PFU/mL. Cada halo representa o crescimento de uma 

unidade formadora de placa. Utilizamos a linhagem de X. citri FDC 02 para propagação do 

bacteriófago.  

 

Fonte: dados do trabalho. 
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Figura 5 – Placa de lise: Crescimento do bacteriófago CP1 com a formação de halos de lise. A 

concentração final obtida foi de ~107 PFU/mL. Cada halo representa o crescimento de uma 

unidade formadora de placa. Utilizamos a linhagem de X. citri FDC 02 para propagação do 

bacteriófago. 

 

Fonte: dados do trabalho. 

5.2 Avaliação da estrutura e classificação das endolisinas 

5.2.1 Gene CP1_30 

 

Realizamos inicialmente a modelagem das proteínas selecionadas utilizando o 

Colab Fold (material suplementar). Na figura 6 (A) observamos o modelo gerado. 

Realizamos também a busca por homologia com auxílio do HHpred (SÖDING et 

al.,2005) e selecionamos a proteína 8B2S (Protein Data Bank), uma muramidase de 

Trichophaea saccata (figura 6 B). No ChimeraX realizamos o alinhamento estrutural das 

duas proteínas e observamos então um alinhamento na região do domínio enzimático de 

ambas as proteínas (InterPro - Paysan-Lafosse et al.,2022), indicando que a proteína 

CP1_30 provavelmente apresenta domínio de muramidase (figura 6 C).  
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Figura 6 - Predição do domínio enzimático da endolisina CP1_30. A - modelagem da endolisina 

CP1_30. B - Estrutura da proteína 8B2S com duas cadeias (cadeia A e B). C- Alinhamento entre 

CP1_30 e a cadeia B da proteína 8B2S feito no ChimeraX. Seta indica região do domínio de 

ambas as proteínas. 

 

 

Fonte: dados do trabalho. 

5.2.2 Gene CP1_21 

Com relação ao gene CP1_21, na figura 7 (A) observamos o modelo gerado pelo 

Colab Fold.  Realizamos também a busca por homologia com auxílio do HHpred (Söding 

et al.,2005) e selecionamos a proteína 3NPF (Protein Data Bank), uma peptidase 

de Bacteroides ovatus (figura 7 B) que apresenta domínio de uma peptidase. No 

ChimeraX realizamos o mesmo alinhamento estrutural e semelhantemente observamos 

maior alinhamento na região do domínio enzimático de ambas as proteínas (InterPro - 

Paysan-Lafosse et al.,2022), indicando que a endolisina CP1_21 apresenta possível 

atividade de peptidase (figura 7 C). 
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Figura 7 - Predição do domínio enzimático da endolisina CP1_21. A - modelagem da endolisina 

CP1_21. B - Estrutura da proteína 3NPF com duas cadeias (cadeia A e B). C - Alinhamento entre 

CP1_21 e a cadeia B da proteína 3NPF feito no ChimeraX. Seta indica região do domínio de 

ambas as proteínas. 

 

Fonte: dados do trabalho. 

 

5.2.3 Gene CP2_07 

Para o gene CP2_07 na figura 8 (A) observamos o modelo gerado pelo Colab 

Fold. Após modelagem, no HHpred (Söding et al.,2005) buscamos por proteínas com 

homologia estrutural com a endolisina CP2_07. Selecionamos a proteína com estrutura 

resolvida 6ET6 (PDB), uma muramidase de Acinetobacter baumannii que apresenta 

domínio enzimático e classificação de muramidase (figura 8 B). Assim após alinhamento 

estrutural no ChimeraX também observamos alinhamento na região do domínio 

enzimática das proteínas indicando então possível atividade de muramidase de nossa 

endolisina CP2_07 (figura 8 C) (InterPro - Paysan-Lafosse et al.,2022). 
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Figura 8 - Predição do domínio enzimático da endolisina CP2_07. A - Modelagem da endolisina 

CP2_07. B - Estrutura da proteína 6ET6. C - Alinhamento entre CP2_07 e a proteína 6ET6 feito 

no ChimeraX. Seta indica região do domínio de ambas as proteínas. 

 

 

      

Fonte: dados do trabalho. 

5.2.4 Gene CP2_29 

 Com relação ao gene CP2_29, na figura 9 (A) observamos o modelo gerado. Com 

a busca no HHpred (Söding et al.,2005), selecionamos a proteína 5OHU (PDB), uma 

transglicosilase de Pseudomonas aeruginosa classificada como transglicosilase (figura 9 

B). Em seguida, após o alinhamento estrutural realizado no ChimeraX, notamos um 

alinhamento na região do domínio enzimático de ambas as proteínas, sugerindo uma 

possível atividade de transglicosilase para nossa enzima (figura 9 C) (InterPro - Paysan-

Lafosse et al.,2022). Na figura 9 D observamos em aumento o domínio de ambas as 

proteínas. No caso das outras três endolisinas selecionadas, elas apresentam um pequeno 

tamanho, sendo compostas apenas pelo seu domínio enzimático. No entanto, em 

contraste, a endolisina CP2_29 é uma enzima maior, e apenas uma porção de sua estrutura 

é representada pelo domínio enzimático. 
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Figura 9 - Predição do domínio enzimático da endolisina CP2_29. A - Modelagem da endolisina 

CP2_29. B - Estrutura da proteína 5OHU. C - Alinhamento entre CP2_29 e a proteína 5OHU feito 

no ChimeraX. D – Destaque do domínio das proteínas. Seta indica região do domínio de ambas 

as proteínas. 

 

 

Fonte: dados do trabalho. 

5.3 Clonagem das endolisinas 

5.3.1 Amplificação dos genes do bacteriófago CP1 

Com relação ao bacteriófago CP1 havíamos selecionado dois genes candidatos. 

Entretanto, após diversas tentativas de amplificação com diferentes tipos de ciclo de PCR 

(PCR touchdown e PCR gradiente), usando diferentes polimerases (Pfu, Platinum e Taq), 

e diferentes aditivos (DMSO e formamida), não obtivemos sucesso e não fomos capazes 

de amplificar nenhum dos dois genes selecionados.  

5.3.2 Amplificação e clonagem dos genes do bacteriófago CP2 

A amplificação do gene CP2_29 foi bem sucedida com os primers CP2_29_F e 

CP2_29_R e utilizando ciclo de PCR gradiente (figura 10). Observamos presença de 

bandas inespecíficas nas canaletas (1), (2), (3), (4), (5), (6), (8), (9), (10) e (12). Mas 
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observamos uma menor intensidade de bandas inespecíficas na canaleta (12) que foi a 

reação de PCR realizada com temperatura de anelamento de 67 ºC. Assim passamos a 

realizar a amplificação do gene CP2_29 com essa temperatura de anelamento. 

Figura 10 – Gel de agarose contendo os produtos de PCR referentes à amplificação do gene 

CP2_29 de 2193pb com os primers CP2_29_F e CP2_29_R. Nas canaletas (1), (2), (3), (4), (5), 

(6), (8), (9), (10) e (12) amplificação do gene CP2_29. Marcador de peso molecular (mw) 1 kb 

ladder (Cellco). 

 

Fonte: Dados do trabalho. 

As bandas referentes ao gene CP2_29 foram isoladas do gel e purificadas. Em 

seguida foi feita a ligação do fragmento ao vetor pJET dando origem ao vetor 

pJET_CP2_29. Após ligação, o vetor foi transformado em células quimiocompetentes de 

E. coli DH10B. A confirmação da transformação foi feita por PCR com os primers 

apropriados (figura 11; canaletas (4), (6), (7), (8)). Esses clones positivos foram 

selecionados e preservados. 
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Figura 11 - Gel de agarose contendo os produtos de PCR referentes à amplificação do gene 

CP2_29 com 2193pb com os primers CP2_29_F e CP2_29_R para confirmação da transformação 

no vetor pJET_CP2_29. (4), (6), (7), (8) são clones positivos para a transformação. (9) 

Amplificação a partir do genoma viral do gene CP2_29. (10) Branco. Marcador de peso molecular 

(mw) 1 kb ladder (Cellco). 

 

Fonte: Dados do trabalho. 

 

Com a confirmação da amplificação, as bandas de interesse foram cortadas do gel, 

digeridas com as respectivas enzimas de restrição e ligadas ao vetor linearizado pET28a. 

Após ligação, o vetor pET28a_CP2_29-His, com cauda de histidina (His-6) na região C-

terminal, foi transformado em células competentes de DH10B. A confirmação da 

transformação foi feita por PCR com os primers apropriados. Após confirmação, o 

plasmídeo pET28a_CP2_29-His foi extraído e transformado em células competentes de 

E. coli T7 express. A confirmação da transformação foi feita por PCR com primers 

apropriados. Após confirmação, clones positivos foram selecionados e mantidos a - 80 ºC 

para próximos ensaios. 

Para o gene CP2_07 de 607pb, a amplificação foi feita com os primers CP2_07_F 

e CP2_07_R e por PCR touchdown. Nas canaletas (1), (2), (3), (4) e (8) da figura 12, 
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observamos uma banda de 603 pb referente ao gene CP2_07 além da presença de bandas 

inespecíficas.  Desta maneira, as bandas de interesse foram cortadas do gel e purificadas 

para os próximos passos de clonagem. 

Figura 12 – Gel de agarose contendo os produtos de PCR referentes à amplificação do gene 

CP2_07 de 603pb com os primers CP2_07_F e CP2_07_R. Nas canaletas (1), (2), (3), (4), (5), e 

(8), amplificação do gene CP2_07. Marcador de peso molecular (mw) 1 kb ladder (Kasvi). 

 

Fonte: dados do trabalho. 

 

Após ligação dos produtos de PCR no vetor pJET, dando origem ao vetor 

pJET_CP2_07, os produtos foram transformados em células quimiocompetentes de E. 

coli DH10B. Os clones positivos foram selecionados por PCR com os primers utilizados 

no isolamento gênico por PCR. Observamos clones positivos nas canaletas (3), (4), (6), 

(8) e (10) (figura 13).  
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Figura 13 - Gel de agarose contendo os produtos de PCR referentes à amplificação do gene 

CP2_07 de 603pb com os primers CP2_07_F e CP2_07_R para confirmação da transformação no 

vetor pJET_CP2_07. (3), (4), (6), (8) e (10) são clones positivos para a transformação. (11) – 

Branco e (12) – Amplificação a partir do DNA genômico do gene CP2_07. Marcador de peso 

molecular (mw) 1 kb ladder (Cellco). 

   

Fonte: dados do trabalho. 

Após sequenciamento de 3 clones positivos e confirmação da construção dos 

clones acima, o vetor pJET_CP2_07 foi digerido com suas respectivas enzimas e o gene 

CP2_07 foi ligado em pET28a e transformado em E.coli DH10B. Nossa construção final 

foi designada pET28a_His-CP2_07 (figura 14) com cauda de histidina (His6) na região 

N-terminal. A construção de expressão pET28a_His-CP2_07 foi transformada na 

linhagem de expressão de E. coli T7 express para testes posteriores. 
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Figura 14 - Gel de agarose contendo os produtos de PCR referentes à amplificação do gene 

CP2_07 de 603pb com os primers CP2_07_F e CP2_07_R para confirmação da transformação no 

vetor pET28a. (1), (2), (3), (4) são clones positivos para a transformação. (5) Amplificação a partir 

do genoma viral do gene CP2_07. (6) branco. Marcador de peso molecular (mw) 1 kb ladder 

(Cellco). 

 

Fonte: dados do trabalho. 

5.4 Expressão das endolisinas 

5.4.1 Expressão da endolisina His-CP2_07 

Nosso primeiro ensaio para avaliar a expressão da proteína His-CP2_07 foi feito 

na linhagem de E. coli T7 express. A indução foi feita por até 4 horas a temperaturas 30 

ºC com 1mM de IPTG em todos os testes. Observamos expressão da proteína de interesse 

a partir da primeira hora de indução (figura 15) com manutenção dos níveis de produção 

da proteína até 4 horas. Desta forma, definimos o tempo de expressão de 4 horas com 

padrão. Para a temperatura de expressão a 30 ºC (figura 15), observamos precipitação das 

células da linhagem hospedeira, que pode indicar que a endolisina estaria causando a lise 

da bactéria. Assim, para tentar minimizar este problema, reduzimos a temperatura de 

indução para 20 ºC. Na figura 15 também observamos a comparação de expressão entre 

a linhagem de E. coli T7 vazia (sem a construção, com somente o pET28a) e a linhagem 

de E. coli T7/ pET28a_His-CP2_07. Na figura 15 observamos a presença da proteína His-

CP2_07 tanto na fração insolúvel (pttl) quanto na fração solúvel (sup). Essa análise 

demonstrou que a proteína His-CP2_07 é parcialmente solúvel.    
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Figura 15 – Gel de SDS mostrando o perfil proteico da expressão de His-CP2_07. A indução foi 

feita em E. coli T7 express por 4 horas a 30 ºC com 1 mM de IPTG. Canaletas: 0h - mostram o 

perfil proteico total antes da indução; 1h – mostram o perfil proteico total após 1h de indução; 2h 

– mostram o perfil proteico total após 2h de indução; 4h - mostram o perfil proteico total após 4h 

de indução; pllt – mostra a fração insolúvel; sup – mostra a fração solúvel. CP2_07 com ~ 23,0 

kDa.  mw - Unstained Protein Molecular Weight Marker (Thermo fisher). 

 

Fonte: dados do trabalho. 

Assim, observamos a melhor expressão endolisina His-CP2_07 nas seguintes 

condições: 20 ºC, 1mM de IPTG por 4 horas (figura 17). Em nossos ensaios, notamos que 

a temperatura foi uma vaiável que influenciou bastante a expressão. Observamos uma 

melhor expressão em temperaturas mais baixas (20 ºC) comparado com a expressão 

realizada a 30 ºC. Provavelmente o fato de a linhagem crescer de forma mais lenta, 

permitiu um melhor dobramento da proteína His-CP2_07 (LI, et al., 2022). Outra 

possibilidade seria em relação a temperatura ótima de atividade da endolisina, que em 

vários casos é maior em temperaturas mais elevadas (acima de 25 ºC) (DONG et al., 

2015). Finalmente, lembramos que endolisinas são proteínas destinadas a quebrar a 

parede celular bacteriana durante a lise celular (SCHMELCHER et al., 2012; STONE et 

al., 2019). Sendo assim, é esperado alguma toxicidade (morte celular do hospedeiro) em 

condições de expressão muito fortes e que podem ser, muitas das vezes, contornadas em 

temperaturas de expressão mais baixas. 
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5.4.2 Expressão da endolisina CP2_29-His 

O ensaio de expressão com a endolisina CP2_29-His foi feito na linhagem de 

expressão E. coli T7 express de maneira semelhante a His-CP2_07. A expressão foi feita 

com 1 mM de IPTG a 20 ºC por 4 horas, sendo as frações da expressão coletadas em 

intervalos de 1 hora para verificar os padrões de expressão. No gel (figura 16) observamos 

as diferentes frações coletadas: 0 h - antes da indução; 2h - após 2 horas de indução, 4h – 

após 4 horas de indução. Não observamos expressão clara da nossa endolisina CP2_29-

His. Quando sequenciamos o vetor pET28a_CP2_29-His, não fomos capazes de 

confirmar por completo a construção. Desta forma, a região que não foi observada pelo 

sequenciamento poderia conter erros, o que se relaciona a falta de expressão aparente 

observada no gel SDS-PAGE. Dessa maneira optamos por perseguir e aprofundar mais 

os estudos com relação a proteína His-CP2_07 que apresentou alta taxa de expressão, ser 

solúvel e apresentar atividade enzimática 

Figura 16 - Gel de SDS mostrando o perfil proteico da expressão de CP2_29-His. A indução foi 

feita em E. coli T7 express por 4 horas a 20 ºC com 1 mM de IPTG. Canaletas: 0h - mostram o 

perfil proteico total antes da indução; 2h – mostra o perfil proteico total após 2h de indução; 4h – 

mostra o perfil proteico total após 4h de indução pllt – mostra a fração insolúvel; sup – mostra a 

fração solúvel. CP2_29-His com ~ 79,0 kDa. (Seta) - não observamos expressão aparente da 

proteína CP2_29-His.  mw - Protein Molecular Weight Marker (Thermo fisher). 
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5.5 Purificação da proteína His-CP2_07 

Tendo em vista a solubilidade da proteína His-CP2_07, partimos para a 

purificação em pequena escala. A expressão foi feita por 4 horas a 20 ºC e um volume 

final de 500 mL. No gel (figura 17) observamos o perfil de expressão antes da indução 

com 1mM de IPTG (0h) e após 4 horas de indução (4h), momento em que foi feita a coleta 

final da expressão. Após a lise, observamos a presença da proteína His-CP2_07 tanto na 

fração solúvel (sup) quanto insolúvel (pllt). Após ligação na coluna carregada com Ni2+, 

observamos também uma perda da proteína His-CP2_07 no flow through (ft). Já na 

eluição com o gradiente de imidazol (20 e 40 mM), não observamos a eluição da proteína 

His-CP2_07, mas sim de proteínas contaminantes com menor afinidade pela resina 

(figura 17).   

Figura 17 – Gel de SDS mostrando o perfil proteico da expressão de His-CP2_07. A indução foi 

feita em E. coli T7 express por 4 horas a 20 ºC com 1mM de IPTG. Canaletas: 0h – mostra o perfil 

proteico total antes da indução; 4h - mostra o perfil proteico total após 4h de indução; pllt – mostra 

a fração insolúvel; sup – mostra a fração solúvel. Ft – fração eluida após ligação com coluna de 

Ni2+. 20 mM – Frações eluidas com 20 mM de imidazol. 40 mM – Frações eluidas com 40 mM 

de imidazol. His-CP2_07 com ~ 23,0 kDa.  mw - Unstained Protein Molecular Weight Marker 

(Thermo fisher). 

 

Fonte: dados do trabalho. 

Na eluição com as concentrações de 80 mM também não observamos a presença 

da proteína His-CP2_07 em gel de SDS-PAGE (figura 18). Somente quando eluimos na 

concentração de 200 mM observamos remoção total da proteína His-CP2_07 (figura 18). 
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As frações coletadas na eluição foram unidas, dialisadas contra o tampão A para remoção 

do imidazol e então quantificadas. 

Figura 18 – Gel de SDS mostrando o perfil proteico da expressão de His-CP2_07. A indução foi 

feita em E. coli T7 por 4 horas a 20 ºC com 1 mM de IPTG. Canaletas: 0h - mostra o perfil proteico 

total antes da indução; 4h - mostra o perfil proteico total após 4h de indução; pllt – mostra a fração 

insolúvel; sup – mostra a fração solúvel. Ft – fração eluida após ligação com coluna de Ni2+. 80 

mM – Frações eluidas com 80 mM de imidazol. 200 mM – Frações eluidas com 200 mM de 

imidazol. His-CP2_07 com ~ 23,0 kDa.  mw - Unstained Protein Molecular Weight Marker 

(Thermo fisher). 

 

Fonte: dados do trabalho. 

5.6 Potencial de degradação do peptidoglicano de P. aeruginosa pela endolisina 

His-CP2_07 

O potencial de degradação da endolisina His-CP2_07 purificada foi avaliado em 

ensaio de degradação de fragmentos de parede celular extraídos de P. aeruginosa em 

placa de Petri. Sob este meio pingamos frações da enzima purificada (40 µg), e então 

observamos formação de halos de lise na placa indicado pela diminuição de turbidez do 

meio onde foi pingado a endolisina (figura 19). Como controle, adicionamos tampão A, 

sem endolisina, no centro da placa, onde não observamos formação de nenhum halo de 

degradação (figura 19).   
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Figura 19 – Placa de lise contendo fragmentos de parede celular bacteriana (P. aeruginosa). 

Halos representam a área em que houve lise do dos fragmentos celulares.  

 

Fonte: dados do trabalho. 

Tentamos replicar o mesmo ensaio utilizando fragmentos de células de X. citri 

com o propósito de avaliar o potencial de degradação do peptidoglicano específico de X. 

citri. No entanto, não observamos formação de halos de lise aparentes, (dados não 

apresentados). Conforme Schmitz (2010), que investigou o potencial de degradação de 

uma endolisina em relação a diversas linhagens celulares, foi observado que a melhor 

maneira de detectar essa degradação era através da utilização de extratos celulares obtidos 

de P. aeruginosa. Assim, ao realizarmos o ensaio com P. aeruginosa conseguimos com 

sucesso demonstrar a atividade da nossa endolisina por meio da redução da turbidez do 

meio em placa, resultando na clara formação de halos de lise (figura 19). 

5.7 Avaliação da estrutura da His-CP2_07 por dicroísmo circular (CD) 

A presença de estrutura da proteína His-CP2_07 foi investigada por 

espectroscopia de dicroísmo circular. O espectro de CD da proteína His-CP2_07 mostrou 

a presença de alfa-hélices em cerca de 40,8% da proteína (figura 20 e 23). A presença de 

alfa-hélices corrobora nossos resultados de predição de estrutura realizados in silico 

utilizando a ferramenta Colab Fold. O gráfico de CD da endolisina His-CP2_07 se 

assemelha bastante com alguns espectros já publicados de lisozimas e endolisinas 
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(OLIVEIRA et al., 2014; KAUR et al., 2020; KUTYSHENKO et al., 2021; 

ABDELRAHMAN et al., 2023).  

Figura 20 – Espectro de Dicroísmo circular da proteína His-CP2_07. O espectro de dicroísmo foi 

feito no intervalo de 205 e 250 nm, em cubeta de 1 mm a concentração de 9 µM. Foram feitas 32 

acumulações para a formação do espectro. O valor de EMR foi calculado a partir dos valores de 

mdeg. 

 

Fonte: dados do trabalho. 

5.8 Avaliação da estabilidade térmica da endolisina His-CP2_07 

Realizamos o monitoramento de estrutura em espectroscopia de CD a 222 nm para 

estudos de estabilidade térmica da proteína His-CP2_07. Nessa avaliação, a proteína foi 

submetida a um crescente de temperatura variando de 20 ºC a 90 ºC (figura 21). Nesse 

ensaio, observamos perda de estrutura a partir dos 50 ºC, com 50% das proteínas sem 

estrutura na temperatura de 52 ºC. A partir de aproximadamente 57 ºC já não observamos 

nenhum tipo de estrutura na amostra.  
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Figura 21 – Avaliação da estabilidade térmica da proteína His-CP2_07. A avaliação foi feita no 

comprimento de onda de 222 nm, em cubeta de 1 mm a concentração de 9 µM. O valor de Log 

IC50 (valor em que 50% das proteínas ainda apresentam estrutura) é 52 ºC. O intervalo de 

temperatura avaliado foi de 20 ºC a 90 ºC. R2 = 0,9914. Em vermelho a fitting curve. 

 

Fonte: dados do trabalho. 

Avaliamos em seguida a capacidade da proteína His-CP2_07 em recobrar a 

estrutura (redobramento). Semelhantemente ao ensaio anterior, a estrutura da proteína foi 

monitorada por CD no comprimento de onda de 222 nm. O espectro obtido no gradiente 

com temperatura inicial de 90 ºC e final de 20 ºC mostrou que na mesma temperatura de 

aproximadamente 52 ºC, 50% das proteínas contidas na amostra ganharam novamente a 

sua estrutura (figura 22). 

Adicionalmente, a partir de 40 ºC, quase 100% das proteínas contidas na amostra 

ganharam novamente a sua estrutura. Tal resultado demonstra que a proteína His-CP2_07 

provavelmente é capaz de recuperar praticamente 100% de sua estrutura após um evento 

de desnaturação térmica. Após aquecimento também não observamos formação de 

precipitado, demonstrando a solubilidade da endolisina His-CP2_07.  
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Figura 22 – Avaliação da estabilidade térmica da proteína His-CP2_07. A avaliação foi feita no 

comprimento de onda de 222 nm, em cubeta de 1 mm a concentração de 9 µM. O intervalo de 

temperatura avaliado foi de 90 ºC a 20 ºC. Em azul, fitting curve. 

 

Fonte: dados do trabalho. 

Após aquecimento, realizamos um novo espectro de dicroísmo no intervalo de 

205 e 250 nm para avaliar se o aquecimento alteraria permanentemente a estrutura 

secundária da proteína. Observamos um espectro semelhante ao anterior, indicando 

provável estabilidade térmica da proteína (figura 23). 
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Figura 23 – Espectro de Dicroísmo circular da proteína His-CP2_07 após aquecimento a 90 ºC. 

O espectro de dicroísmo foi feito no intervalo de 205 e 250 nm, em cubeta de 1 mm a concentração 

de 9 µM. Foram feitas 32 acumulações para a formação do espectro. O valor de EMR foi calculado 

a partir dos valores de mdeg. 

 

Fonte: dados do trabalho. 

A alta estabilidade térmica das endolisinas virais tem sido observada em diversos 

estudos (OLIVEIRA et al., 2014; PENG & YUAN, 2018;). Jeong et al, (2023), observou 

estabilidade da endolisina na faixa de 4 ºC a 65 ºC, em que não houve alteração na 

atividade enzimática após tratamento. Esta característica é de grande interesse em 

processos em indústrias alimentícias (RAMOS-VIVAS et al., 2021), dado o potencial 

risco de contaminações por diversas linhagens bacterianas nesses processos 

(CARRASCOSA et al., 2021). A capacidade das endolisinas de manter sua atividade 

enzimática sob diferentes condições térmicas também é de grande importância na 

prevenção e controle de contaminações microbianas, em produtos alimentícios, se 

mostrando uma ferramenta promissora para a indústria alimentícia e de conservação ou 

para aplicações em campo como protetivos, ao passo que as temperaturas no campo são 

bastante altas. 
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5.9 Estabilidade da endolisina em diferentes concentrações de NaCl 

A estabilidade da nossa endolisina em diferentes salinidades é um fator bastante 

importante para o desenvolvimento de formulações para uso no campo. Dessa forma, 

realizamos ensaios com extrato bruto de peptidoglicano corado de X. citri. Na figura 24 

observamos a atividade enzimática da endolisina His-CP2_07 em diferentes 

concentrações de NaCl. Observamos uma maior atividade enzimática em concentrações 

de 60 e 125 mM de NaCl, já em concentrações mais elevadas, passamos a observar uma 

redução significativa (p < 0,05) da atividade enzimática, indicando que formulações com 

concentrações superiores a 125 mM iriam impactar negativamente a atividade enzimática. 

Ao mesmo tempo, observamos também que a ausência de NaCl prejudicou a atividade 

enzimática (p < 0,05) em relação a 60 mM e 125 mM. Desta forma, definimos que a faixa 

de maior atividade enzimática testada seria em torno de 60 mM de NaCl. 

Figura 24 - Avaliação da atividade enzimática da endolisina His-CP2_07 na presença de 

diferentes concentrações de NaCl. Barras verticais representam o desvio padrão. Observamos 

diferença estatística entre 1000, 500, 250 mM e 0 mM em relação a 125 mM e 60 mM (p < 0,05). 

 

 

Fonte: Dados do trabalho 

Lim et al, 2022 observou que a endolisina DS-PA90 a partir da concentração de 

50 mM de NaCl já apresentou uma redução na atividade enzimática e a partir de 150 mM 

houve uma redução de 40% na atividade enzimática. Em nosso caso, observamos uma 

maior atividade enzimática em concentrações a baixo de 250 mM, e a maior atividade foi 

observada em concentração de 60 mM. Em contrapartida, segundo Yan et al., 2021 a 

endolisina LysGH15 apresentou maior atividade na faixa de 450 mM de NaCl. Com isso, 
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evidenciamos que já foram isoladas e caracterizadas endolisinas com alta estabilidade na 

presença de NaCl e endolisinas com uma maior sensibilidade, como é o caso da nossa 

endolisina His-CP2_07. 

5.10 Estabilidade da endolisina em diferentes pHs 

A estabilidade da endolisina em diferentes pHs também é uma característica 

importante para o desenvolvimento de formulações para aplicação na agricultura. Desta 

forma, avaliamos a estabilidade da endolisina His-CP2_07 em diferentes pHs. Na figura 

25 observamos que nossa endolisina apresentou maior atividade em pH neutro e pH 

levemente alcalinos. Já em pHs ácidos, observamos uma redução significativa na sua 

atividade (p < 0,05). 

Figura 25 - Avaliação da atividade enzimática da endolisina His-CP2_07 na presença de 

diferentes pHs. Barras verticais representam o desvio padrão. Observamos diferença estatística 

entre os pHs 3,0 e 4,0 em relação aos pHs 7,0; 8,0; 9,0 e 10 (p < 0,05). pH 5,0 se mostrou diferente 

dos outros tratamentos. 

 

Fonte: Dados do trabalho 

 

Na literatura, as endolisinas geralmente apresentam maior atividade em uma faixa 

de pH entre 6 e 8 (YU et al., 2021) mas em alguns casos apresentam uma faixa mais ampla 

de atividade (pH 5,0 a 10,0) (JEONG et al.,2023). Oh et al, 2023, avaliou duas endolisinas 
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de E. coli: LysPECP14 e LysPECP20 e observou uma maior atividade enzimática em pHs 

na faixa de 7,5 e 8,5 para a endolisina LysPECP14 e para a endolisina LysPECP20, foi 

observada uma maior atividade mais próxima ao pH 10. Em ambos os casos, de maneira 

geral, da mesma maneira que nossa endolisina, há uma maior atividade enzimática em 

pHs próximos ao neutro. O que é esperado, ao passo que o pH intracelular é próximo ao 

neutro (PANDEY et al.,2016).  

5.11 Avaliação da atividade enzimática da endolisina His-CP2_07 em 

peptidoglicano purificado de B. subtilis 

Para avaliar o potencial de degradação de peptidoglicano purificado pela 

endolisina His-CP2_07 realizamos um ensaio de degradação em placa de 96 poços. 

Avaliamos o potencial de degradação da enzima em concentração de 78 µg/mL em pH 

8,0. A taxa de degradação foi avaliada a 600 nm (D.O600nm) por 185 minutos. Nesse 

intervalo observamos degradação do peptidoglicano extraído de B. subtilis (figura 26) em 

relação ao controle negativo - CN que foi feito somente com o peptidoglicano purificado 

ressuspendido no próprio tampão A (60 mM NaCl, 30 mM Tris-HCl e 10% de glicerol). 
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Figura 26 – Avaliação da degradação do peptidoglicano purificado de B. subtilis. Em azul – curva 

de degradação do peptidoglicano na presença da proteína His-CP2_07 (78 µg/mL). Em vermelho 

– controle negativo (CN). Somente a presença do peptidoglicano e o tampão utilizado na 

purificação da proteína. Barras verticais mostram o desvio padrão. Os valores de absorbância 

foram avaliados a 600 nm por 185 minutos. A avaliação foi feita em pH 8,0 e tampão contendo 

60 mM NaCl, 30 mM Tris-HCl e 10% de glicerol. 

 

 

Fonte: dados do trabalho. 

Ressaltamos que, embora B. subtilis seja uma bactéria Gram-positiva, seu 

peptidoglicano se assemelha com o peptidoglicano de outras bactérias Gram-negativas, 

incluindo X. citri, como demonstrado por Nelson et al, (2012). Endolisinas em alguns 

casos apresentam atividade enzimática com maiores tempos de incubação, em nosso caso, 

observamos ação após 15 minutos de tratamento. Lim et al, (2014) observou que a 

endolisina SPN9CC apresentou atividade enzimática após uma hora de incubação.   

5.12 Avaliação da atividade bactericida da endolisina His-CP2_07 

As endolisinas são enzimas produzidas pelos bacteriófagos durante a fase de 

liberação da progênie viral. Para avaliar o potencial dessas endolisinas é necessário 

utilizar substâncias que causem alterações na permeabilidade da membrana plasmática 

bacteriana, como o caso do EDTA ou ácidos fracos, para permitir ação dessa enzima no 

peptidoglicano bacteriano como demonstrado por Lim et al, (2014). 



60 
 

Oliveira et al, (2014) observou que ao utilizar ácidos orgânicos como: (0,5 mM 

de EDTA, 2 mM de ácido cítrico ou 5 mM de ácido málico), foi observada ação 

bactericida da endolisina Lys68, codificada pelo bacteriófago Salmonella phi68. Foi vista 

também maior eficiência ao utilizar ácido málico contra Salmonella Typhimurium, A. 

baumannii, P. aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Shigella sonnei, E. coli, 

Cronobacter sakazakii, Pantoea agglomerans, Enterobacter amnigenus, Proteus 

mirabilis e Salmonella bongori. Um estudo também demonstrou que células de E. coli 

previamente tratadas com EDTA (0,50 mM), ácido cítrico (0,36 mM), ácido málico (0,60 

mM), ácido láctico (1,20 mM), ácido benzoico (1,20 mM) ou ácido acético (1,20 mM) 

também aumenta a atividade da endolisina ABgp46, do bacteriófago Acinetobacter 

vb_AbaP_CEB1 (OLIVEIRA et al., 2016). 

No nosso estudo, escolhemos 5 linhagens de bactérias, sendo 3 Gram-negativas e 

2 Gram-positivas (tabela 11). Ao avaliarmos o EDTA em concentração máxima inicial 

de 3 mM de EDTA para P. aeruginosa, B. subtilis, E. coli, S. aureus e 1,5 mM para X. 

citri não observamos inibição no crescimento bacteriano em nenhuma das concentrações 

de EDTA testadas (tabela 11). 

Tabela 11 – Avaliação da inibição do crescimento em placa de diferentes linhagens em contato 

com diferentes concentrações de EDTA. (-) Não houve inibição de crescimento. 

 Inibição de Crescimento 

EDTA X. citri P. aeruginosa B. subtilis E. coli S. aureus 

3 mM  - - - - 

1,5 mM - - - - - 

0,75 mM - - - - - 

0,375mM - - - - - 

 

 

Realizamos inicialmente testes de inibição de crescimento usando EDTA em 

concentração máxima de 3 mM para todos os isolados menos X, citri, que utilizamos 1,5 

mM e realizamos uma diluição seriada da endolisina His-CP2_07 a partir de uma 

concentração inicial de 400 µg/mL. Ao analisarmos as linhagens de B. subtilis e S. aureus, 

não observamos qualquer inibição de crescimento em todas as concentrações de 

endolisina testadas (figura 27). No entanto, para as linhagens de E. coli e P. aeruginosa, 
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notamos uma ação bactericida da endolisina na concentração de 400 µg/mL (figura 27 e 

28). 

Lim et al, (2014) observou atividade lítica da endolisina SPN9CC, produzida pelo 

bacteriófago Salmonella SPN9CC, contra E. coli em concentração de 300 µg/mL, o que 

é semelhante aos nossos resultados. Kim et al, (2020) realizou testes com linhagens de 

bactérias Gram-positivas, como S. aureus, e observou que a endolisina LySS apresentou 

atividade bactericida em concentração de 750 µg/mL. Assim, o fato de não observarmos 

ação bactericida pode estar relacionada a concentração testada, visto que a concentração 

máxima que testamos foi de 400 µg/mL. 

Em relação a P. aeruginosa, tanto o estudo de Kim et al, (2020) quanto o nosso 

observou ação bactericida da endolisina contra esse isolado, embora em concentrações 

ligeiramente diferentes (500 µg/mL e 400 µg/mL, respectivamente) (figura 28). Da 

mesma forma, Guo et al, (2017) observou que a endolisina recombinante LysPA26, do 

bacteriófago Pseudomonas JD010, apresentou atividade bactericida contra P. aeruginosa 

em uma concentração de 500 µg/mL. 

Para E. coli, Kim et al, (2020) também observou ação bactericida em concentração 

de 500 µg/mL, já em nossos resultados, observamos a inibição do crescimento de E. coli 

em concentração de 400 µg/mL. Apesar de caracterizada a ação bactericida em ambos os 

trabalhos, o mecanismo de ação das endolisinas, caracterizadas por Kim et al, (2020) 

quanto por Guo et al, (2017), ainda não foi completamente compreendido. 
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Figura 27 – Avaliação da atividade bactericida da endolisina His-CP2_07 com adição de EDTA 

(3 mM) contra diferentes linhagens de bactérias: B. subtilis, E. coli, S. aureus. (CN) – sem 

qualquer tratamento; (EDTA) – células tratadas com 3 mM de EDTA. (ENDO) – Células tratadas 

com 3 mM de EDTA e concentração inicial de 400 µg/mL da endolisina His-CP2_07. (CP) – 

controle positivo feito com Canamicina 50 µg/mL para B. subtilis; Ampicilina 100 µg/mL para 

E. coli e vancomicina 20 µg/mL para S. aureus. Não observamos inibição de crescimento 

bacteriano em nenhuma das concentrações de EDTA testadas. 

 

Fonte: dados do trabalho. 

 

Para a linhagem de X. citri, também realizamos ensaios de inibição de crescimento 

com concentração inicial de endolisina de 400 µg/mL. Observamos ação bactericida em 

concentração de 100 µg/mL de His-CP2_07 com adição de 0,375 mM de EDTA (figura 

29). 
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Figura 28 – Avaliação da atividade bactericida da endolisina His-CP2_07 contra P. aeruginosa 

com adição de EDTA. (CN) – sem qualquer tratamento; (EDTA) – Células tratadas com 3 mM 

de EDTA.  His-CP2_07 – Células tratadas com 3 mM de EDTA e concentração inicial de 400 

µg/mL da endolisina His-CP2_07. (CP) – Controle positivo feito com Canamicina 50 µg/mL. 

Observamos ação bactericida da endolisina em concentração de 400 µg/mL, com adição de 3 mM 

de EDTA. 

 

Fonte: dados do trabalho. 
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Figura 29 – Avaliação da atividade bactericida da endolisina His-CP2_07 contra X. citri com 

adição de EDTA. (CN) – sem qualquer tratamento; His-CP2_07 – Células tratadas com 0,375 

mM de EDTA e concentração inicial de 400 µg/mL da endolisina His-CP2_07. (CP) – Controle 

positivo feito com Canamicina 50 µg/mL. Observamos ação bactericida da endolisina em 

concentração de 100 µg/mL, com adição de 0,375 mM de EDTA. 

 

Fonte: dados do trabalho. 

 

A resistência a antibióticos ocorre porque bactérias, por pressão seletiva, 

encontram vias alternativas para superar a exposição a agentes antimicrobianos 

(GERSTMANS et al., 2016). Uma vez que as endolisinas atuam em uma estrutura 

conservada, o peptidoglicano, é difícil haver o desenvolvimento de meios de resistência 

a essas enzimas sem prejudicar a integridade celular (FISCHETTI et al., 2006; 

FISCHETTI et al., 2010). 

As despolimerases são enzimas derivadas de bacteriófagos que degradam 

polissacarídeos capsulares, substâncias poliméricas extracelulares, sendo então uma 

ferramenta promissora para o controle de bactérias multirresistentes a antibióticos 

(KNECHT et al., 2020). Wang et al, (2020), que observou ação bactericida da 

despolimerase purificada Dp49 em concentração de 250 µg/mL em camundongos 

infectados com A. baumannii e Pan et al, (2015) que avaliou a atividade de 
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despolimerases contra cepas de K. pneumoniae resistente a antibióticos. Esses estudos 

demonstram o potencial dessas enzimas como forma alternativas de controle desses 

isolados. Entretanto, estudos que avaliam a ação combinada de despolimerases e 

endolisinas de bacteriófagos em bactérias Gram-negativas ainda estão ausentes. 

5.13 Curva de crescimento com X. citri  

Em seguida, realizamos curvas de crescimento para avaliar o potencial de lise da 

endolisina His-CP2_07. Na figura 30, os tratamentos estão representados da seguinte 

forma: o controle negativo (CN), sem tratamento, em vermelho; as células tratadas com 

0,375 mM de EDTA em azul; as células de X. citri tratadas com a endolisina (100 µg/mL) 

estão em verde; e, por fim, as células tratadas com a endolisina (100 µg/mL) e 0,375 mM 

de EDTA estão em roxo. 

Ao analisar os padrões de crescimento, não identificamos diferenças entre o 

controle negativo (CN), o controle com EDTA e as células tratadas apenas com a 

endolisina a 100 µg/mL. Isso indica que as células tratadas exclusivamente com a 

endolisina não sofreram lise, sugerindo que a endolisina não foi capaz de acessar a parede 

celular bacteriana (peptidoglicano). Ao passo que X. citri é uma bactéria Gram-negativa, 

a membrana externa passa a ser uma barreira para a endolisina. 

No entanto, quando as células foram tratadas com a endolisina e EDTA, um agente 

que facilita o acesso da endolisina à parede celular bacteriana (LIM et al., 2014), 

observamos a lise celular. Essa lise é indicada pela redução na absorbância a 600 nm 

(figura 30), o que confirma a eficácia da endolisina na lise bacteriana quando combinada 

com o EDTA. Portanto, conseguimos avaliar o padrão de lise das células de X. citri na 

presença da endolisina e do EDTA. Notamos lise celular após 35 minutos de contato, 

conforme evidenciado pela redução na absorbância a 600 nm (figura 30). 
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Figura 30 - Curva de crescimento (X. citri) com adição de EDTA e endolisina His-CP2_07. CN 

(vermelho) - Controle Negativo sem qualquer tratamento; CN EDTA (Azul) - Controle com 

adição de 0,375 mM de EDTA; Endolisina 100 µg/mL (Verde) - X, citri tratada com endolisina 

100 µg/mL; Endolisina 100 µg/mL + EDTA 0,375 mM (Roxo) - X, citri tratada com endolisina 

100 µg/mL + EDTA 0,375 mM; Seta indica momento em que a endolisina foi adicionada. Barras 

verticais indicam o desvio padrão. Leituras de D.O 600mn foram feitas em intervalos de 5 minutos 

por 500 minutos. 

 

 

Fonte: dados do trabalho. 

Assim, nossa endolisina foi capaz de degradar a parede celular bacteriana de P. 

aeruginosa, bem como o peptidoglicano de B. subtilis, apresentou ação bactericida contra 

X. citri (100 µg/mL), P. aeruginosa (400 µg/mL) e E. coli (400 µg/mL). O que demonstra 

assim o potencial dessa endolisina contra X. citri, bem como também contra outros 

isolados de interesse que são responsáveis por diversas contaminações tanto industriais 

como também hospitalares (YANG et al., 2017; GHANEN e HADDADIN, 2018; 

MARTIN et al., 2021; PETITJEAN et al., 2021). Desta forma, com possíveis formulações 

e futuras pesquisas podemos elucidar e demonstrar o potencial dessa endolisina como 

uma alternativa a aplicação de cobre. 
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6.0 CONCLUSÃO  

Foi possível identificar a partir do sequenciamento e anotação do genoma dos 

bacteriófagos CP1 e CP2 quatro prováveis endolisinas. A estrutura teórica dessas 

endolisinas foi avaliada por modelagem in silico. Contudo apenas as endolisinas do 

bacteriófago CP2 puderam ser amplificadas por PCR e isoladas para ensaios posteriores. 

As endolisinas do bacteriófago CP1 não foram amplificadas, provavelmente por erros de 

sequenciamento/anotação. A endolisina His-CP2_07 foi expressa em E. coli T7 express 

e purificada por cromatografia de afinidade. Já em relação à expressão da CP2_29-His 

não observamos expressão aparente. Quanto à caracterização da endolisina His-CP2_07 

ela aparenta ser termoestável com maior conteúdo de alfa-hélice e estruturas não 

definidas. Avaliamos a estabilidade da endolisina em diferentes pHs e salinidades. Nos 

ensaios de atividade realizados, a endolisina His-CP2_07 apresentou atividade contra 

peptidoglicano de P aeruginosa e B subtilis. Observamos ação bactericida da endolisina 

na presença de EDTA contra X. citri, P. aeruginosa e E. coli. Observamos lise celular de 

X. citri na presença da endolisina e EDTA, indicando então o potencial dessa endolisina 

para controle desse fitopatógeno.  
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APÊNDICE A - Sequência das endolisinas utilizadas 

 

Bacteriófago CP2 (NCBI Ascension code: NC_020205.1) 

CP2_07 

MSDQAAKLALPIVAEFEGFRPHPYPDPASPLAKATRKEPWGHVPARSILNRLPA

ATAALSGAPWTIGYGQTGKYITPDTAPWSDAVARANLEEELQLRVDAVRARA

KKDGGVLQDAQVAATASFLFNVGEGRKASGSDPGKDGLFMLKSGRPSTLWRK

AMEGCHTCAADQFLAWNKAGGQVMAGLTRRRNAERSLYLRAG 

 

CP2_29 

MATIIPRVTAPQVEVQQGPQVRNTARADDSGAQALAGAIGSFARPALEYAQRE

QERNDTTAVMAARKQLSDWEANTFNPGNPDGIGKYKGKNALGADEVLLPDLD

KTVGSISAGLTPKQRQQFEGVAMNFRDSVAGRLNGYMDREHSGYITAEQKAA

VDNLGADAVSAGVSGDFSRQDRVANELLAMNRARREADGMGEELIKAEERGL

VSSVRSQTIEGMATAHPFEAQAYFERYADQMTPEDRAKVDRLLYPVVSDAAA

QDDADAILAGAQPQAYRDPGPRGRGPSPAMAKILDEEADAAGVPREYLYALAE
QESGFNPNAVNPEVLDDGDNATGLFQYRATSAQGFDRKDARASARAAAREFA

QRAKTGGVEFAVAAHFAGEGGAAAVVQRGRRAENPKTARYVEEVMGRASRW

RGDAPVQQVGRTAPPSEADAIERAQAIPDPRRRAAVVGKIRERFQLSDLRRQEE

DRAASEGAYTAINQASNPNAPLREILGAQVYAWAERKGHLPTLENLRKNKVAG

TFTQDDAVLVESLEREAVLSPQTFAHRDIHALADRISTETLGDLLGKQKQANDP

SKRADWASQSQRIESGLRILGLDEAGDNRNAEGEFVAKPPKKKLDERKVQRAQ

FAQVYREAERAFIQRNGKDPTPAEADSILRAVVRNVATDIPGKLRRAGAIEGFG

AALPAADRAEIISDFRASAGRDPTEAEIVRIGARYRMQSNSAGSN 

 

Bacteriófago CP1 (NCBI Ascension code: NC_019933.2) 

CP1_21 

MDINKYVGLSYNRDSFDCADFAILIQREMFGREVNLPAARPRINSGGQRHLQRI

SAQYAERTDSPKDGDLVLMAQLGKTRATHTGVYFWRDHAAWVLHCTEAVGY

SVFQRVSDLGDSCVWVEGYYKLLDRPSYE 

 

CP1_30 

MPTKNESEKTPWARGIIALGGLALSAAGVIAVADHEGKRYAAYPDPATGGAPW

TICYGHTGPEVKPGMVVKQDQCDKWLAQDLRKAQDVVFSTVKVPIQQGELDA

YASFVYNVGSGNWRSSTMLRLLNQGRRKEACDQFPRWVYANKIKLQGLATRR

YEERAMCLQGGHYVTPSNFIRP 
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Material Suplementar 

Modelagem das endolisinas Gene CP1_30 

Realizamos inicialmente a modelagem das proteínas selecionadas utilizando o software 

Colab Fold. Na figura 1 (A) observamos o modelo gerado com os valores de confiança, 

onde em azul, temos as regiões com alta confiança (>90%), e, em amarelo e vermelho, as 

regiões com baixa confiança (de 60% e menor que 60%). No modelo gerado observamos 

uma alta confiança média sendo que nas regiões C-terminal e N-terminal essa confiança 

é menor (menor que 60%). Na figura 1 (B) observamos o Predicted Align Error entre 

cada par de resíduos. Sendo que em azul é mostrado uma alta confiança na ligação e em 

vermelho é mostrada uma baixa confiança. Desta forma, da mesma maneira que no 

modelo observamos um maior erro no alinhamento nas regiões C-terminal e N-terminal 

da proteína. Na figura 1 (C) está representado respectivamente o alinhamento com a 

cobertura observada, bem como a identidade com essas sequências. Observamos uma 

identidade de aproximadamente 40% com as sequências utilizadas. E por fim temos o 

valor previsto de IDDT em cada posição, sendo que quanto maior o valor, melhor o 

modelo. Sendo assim, selecionamos o modelo 1 como tendo a melhor previsão da 

estrutura.  

Figura 1 – Modelagem da proteína CP1_30. (A) predição estrutural gerada com o Colab Fold. 

(B) Predicted Align Error (PAE). (C) cobertura da sequência e o valor previsto de IDDT em cada 

posição.  

 

 

Fonte: dados do trabalho. 
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Gene CP1_21 

Com relação ao gene CP1_21, na figura 2 (A) observamos o modelo gerado pelo Colab 

Fold. Observamos alta confiança no modelo nas regiões centrais da molécula, entretanto 

essa confiança passa a ser menor nas regiões N-terminal e C-terminal da molécula 

(>60%). Na figura 2 (B) observamos o Predicted Align Error entre cada ligação de par 

de resíduos (em azul é mostrado uma alta confiança na ligação e em vermelho é mostrada 

uma baixa confiança). Na figura 2 (C) temos o alinhamento das sequências com a 

cobertura observada, bem como a identidade com essas sequências. Observamos uma 

cobertura maior na região N-terminal, mas essa cobertura diminui ao longo da molécula 

até a região C-terminal. Por fim temos o valor previsto de IDDT em cada posição, sendo 

que quanto maior o valor, melhor o modelo. Não observamos grandes diferenças entre os 

modelos, sendo assim selecionamos o modelo 1 como tendo a melhor previsão da 

estrutura.  

Figura 2 – Modelagem da proteína CP1_21. (A) predição estrutural gerada com o Colab Fold. 

(B) Predicted Align Error (PAE). (C) cobertura da sequência e o valor previsto de IDDT em cada 

posição.  

 

Fonte: dados do trabalho. 
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Bacteriófago CP2 Gene CP2_07 

Para o gene CP2_07 na figura 3 (A) observamos o modelo gerado pela plataforma. 

Observamos uma alta confiança no modelo >90%. Somente nas regiões C e N terminal 

da proteína que essa confiança foi menor, cerca de 70% e 50%. Na figura 3 (B) 

observamos o Predicted Align Error para cada par de resíduos, que para esse modelo se 

mostrou bastante baixo, demonstrando uma alta confiança no modelo gerado. Na figura 

3 (C) observamos o alinhamento com a cobertura observada bem como a identidade com 

essas sequências. Observamos uma cobertura média de aproximadamente 30%. Sendo 

que existem regiões com baixa cobertura, entre a posição 25 e 50, bem como entre as 

posições 130 e 140. Na figura 3 (D), observamos o gráfico de Ramachandran em que 

observamos 98,48% dos aminoácidos em posições favoráveis e 0,51% como outlier, 

assim, o modelo apresenta uma boa qualidade. Por fim temos o valor previsto de IDDT 

em cada posição, sendo que quanto maior o valor, melhor o modelo. Não observamos 

grandes diferenças entre os modelos, sendo assim selecionamos o modelo 1 como tendo 

a melhor previsão da estrutura.  

Figura 3 – Modelagem da proteína CP2_07. (A) predição estrutural gerada com o Colab Fold. 

(B) Predicted Align Error (PAE). (C) cobertura da sequência e o valor previsto de IDDT em cada 

posição (D) Gráfico de Ramachandran com os ângulos de torção Psi (Ψ) e Phi (Φ) em graus 

mostrando a qualidade do modelo. 
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D  

Fonte: dados do trabalho. 

Gene CP2_29 

Com relação ao gene CP2_29, na figura 4 (A), no modelo gerado observamos tanto 

regiões com alta confiança (>90% - regiões em azul marinho) ao mesmo tempo, temos 

regiões com menor confiança (80% - azul claro); e principalmente nas regiões N e C 

terminal observamos uma menor confiança (<50% - vermelho). Na figura 4 (B) 

observamos o Predicted Align Error para cada par de resíduos, que para esse modelo se 

mostrou alto, em que as regiões em vermelho representam uma baixa confiança na ligação 

e em azul e representado alta confiança na ligação. Na figura 4 (C) observamos uma baixa 

cobertura e identidade com as sequências usadas (<20%). Somente observamos cobertura 

nas posições de 250 e 450. Por fim observamos o valor previsto de IDDT em cada posição, 

sendo que quanto maior o valor, melhor o modelo. Não observamos grandes diferenças 

entre os modelos, sendo assim selecionamos o modelo 1 como tendo a melhor previsão 

da estrutura. 
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Figura 4 – Modelagem da proteína CP2_29. (A) predição estrutural gerada com o Colab Fold. 

(B) Predicted Align Error (PAE). (C) cobertura da sequência e o valor previsto de IDDT em cada 

posição.  

 

Fonte: dados do trabalho. 

 

 

 

 


