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RESUMO

A resisténcia antimicrobiana € um dos maiores desafios globais em saude
publica, e Klebsiella pneumoniae se destaca por sua capacidade de resistir a
carbapenémicos e formar biofiimes, dificultando o tratamento. Nesse cenario,
despolimerases virais representam alternativas terapéuticas promissoras por
degradarem polissacarideos da capsula (CPS) e do exopolissacarideo (EPS),
favorecendo a acdo de fagos e antimicrobianos. Este trabalho teve como objetivo
empregar abordagens in silico para identificar genes candidatos a despolimerases
putativas em genomas de fagos de K. pneumoniae. Foram utilizadas ferramentas
como DepoScope, DePP e PhageDPO, que apontaram sete fagos candidatos (KP5,
KP10, KP21, KP29, KP40 e KP62) contendo potenciais genes de despolimerase,
posteriormente validados por homologia (HHPred) e analises estruturais (AlphaFold),
revelando dominios compativeis com familias funcionais como pectin lyase, end tail
spike e peptidase S74, caracteristicos de enzimas degradadoras de EPS e CPS. No
ambito experimental, foram conduzidas reagbes de PCR para amplificagdo de genes
completos e dominios especificos, testando diferentes condicbes com Tagq DNA
polimerase e Pfu, testando diferentes condicbes enzimaticas e intensificadores
(betaina, DMSO e formamida). Obtiveram-se resultados positivos para os fagos KP5,
KP10, KP21 e KP29, sendo a betaina fundamental para superar moldes ricos em GC
e estruturas secundarias. Em conjunto, o estudo estabeleceu um pipeline robusto que
integra prospecgao bioinformatica e validagéo inicial em laboratério, reforgando o
potencial das despolimerases como estratégia antiviruléncia no combate a infecgdes

hospitalares causadas por K. pneumoniae multirresistente.

Palavras-chave: bacteriofago; EPS; patdégeno; biofilme.



ABSTRACT

Antimicrobial resistance is one of the greatest global challenges in public health,
and Klebsiella pneumoniae stands out for its ability to resist carbapenems and form
biofilms, making treatment difficult. In this scenario, viral depolymerases represent
promising therapeutic alternatives because they degrade capsule polysaccharides
(CPS) and exopolysaccharides (EPS), favoring the action of phages and
antimicrobials. This study aimed to use in silico approaches to identify candidate genes
for putative depolymerases in K. pneumoniae phage genomes. Tools such as
DepoScope, DePP, and PhageDPO were used, which identified seven candidate
phages (KP5, KP10, KP21, KP29, KP40, and KP62) containing potential
depolymerase genes, which were subsequently validated by homology (HHPred) and
structural analyses (AlphaFold), revealing domains compatible with functional families
such as pectin lyase, end tail spike, and peptidase S74, characteristic of EPS and
CPS degrading enzymes. In the experimental setting, PCR reactions were conducted
to amplify complete genes and specific domains, testing different conditions with Taq
DNA polymerase and Pfu, testing different enzymatic conditions and enhancers
(betaine, DMSO, and formamide). Positive results were obtained for phages KP5,
KP10, KP21, and KP29, with betaine being essential for overcoming GC-rich templates
and secondary structures. Overall, the study established a robust pipeline that
integrates bioinformatic prospecting and initial laboratory validation, reinforcing the
potential of depolymerases as an antivirulence strategy in combating hospital

infections caused by multidrug-resistant.
Keywords: bacteriophage; EPS; pathogen; biofilm.

Title in english: In silico investigation of the potential of viral depolymerases for use

in alternative treatment of infections caused by Klebsiella pneumoniae.
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1 INTRODUGCAO
1.1 Contextualizagao do tema

Um dos maiores desafios enfrentados pela industria farmacéutica e pela area
da saude € o crescente surgimento de microrganismos com alta taxa de resisténcia a
antibidticos e compostos antimicrobianos (Gajdacs; Albericio, 2019; Laxminarayan;
Duse; Wattal; Zaidi et al., 2013). Entre eles, destacam-se as bactérias
multirresistentes (MDR), capazes de resistir a diversos farmacos (Dennesen; Bonten;
Weinstein, 1998). Sao particularmente preocupantes as bactérias Gram-negativas,
que frequentemente desenvolvem resisténcia a praticamente todos os antibiéticos
disponiveis como opgodes terapéuticas (Laxminarayan; Duse; Wattal; Zaidi et al.,
2013). Dentre esses microrganismos, a Klebsiella pneumoniae tem recebido especial
atencdo. Ja isolada no Brasil, essa bactéria constitui o microrganismo principal deste
estudo e é capaz de produzir B-lactamases, enzimas que conferem resisténcia aos
carbapenémicos, antibidticos comumente utilizados no tratamento de infecgdes
causadas por cepas multirresistentes (Peirano; Seki; Val Passos; Pinto et al., 2009).

A K. pneumoniae foi descrita pela primeira vez por Friedlander (1882), a partir
de amostras pulmonares de uma paciente infectada. Atualmente, é considerada uma
das principais causadoras de infecgdes oportunistas em ambiente hospitalar, podendo
também estar associada a infecgdes do trato urinario, sepse neonatal e pneumonia
adquirida na comunidade (Gorrie; Mirceta; Wick; Judd et al., 2018; Jarvis; Munn;
Highsmith; Culver et al., 1985; Jones, 2010). No Brasil, circulam linhagens endémicas
de K. pneumoniae pertencentes ao complexo clonal CG258 (ST11, ST258 e ST437),
amplamente disseminadas em ambito internacional e associadas a producado de
carbapenemases (KPC, NDM, VIM e OXA-48-like) (Chen; Mathema; Chavda; Deleo
et al., 2014; Nakamura-Silva; Cerdeira; Oliveira-Silva; Da Costa et al., 2022; Palmeiro;
De Souza; Schorner; Passarelli-Araujo et al., 2019; Wyres; Holt, 2016).

Além disso, esse microrganismo atua como reservatorio de genes de
resisténcia a antibioticos, os quais podem ser transferidos para outras bactérias Gram-
negativas, reduzindo ainda mais a eficacia das terapias antimicrobianas (Lam; Wyres;
Duchene; Wick et al., 2018; Lam; Wick; Wyres; Gorrie et al., 2018). A capacidade de

Klebsiella pneumoniae em formar biofilmes representa um fator de defesa essencial,
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uma vez que essas estruturas funcionam como barreiras protetoras contra agentes
externos. A remogao ou degradacao dessa matriz € fundamental para expor os
receptores bacterianos e possibilitar a ligacdo eficiente dos fagos ao hospedeiro
(Latka et al., 2017). Nesse contexto, as despolimerases fagicas desempenham papel
central e podem ser classificadas em duas principais categorias: hidrolases e liases.
Ambas estdo envolvidas na clivagem de diferentes tipos de polissacarideos, incluindo
os capsulares (CPSs), lipopolissacarideos (LPSs), O-polissacarideos e
exopolissacarideos (EPSs) presentes no biofilme (De la Fuente-Nufiez et al., 2014).
Além disso, algumas dessas enzimas apresentam capacidade de degradar outros
componentes, como polipeptideos e lipidios (Fernandes & Sao-José, 2018).

O biofilme é constituido por uma matriz complexa composta por agua, lipidios,
proteinas, DNA extracelular e, principalmente, por substancias poliméricas
extracelulares (EPS). O EPS, por sua vez, é formado essencialmente por agucares,
polissacarideos e glicoconjugados, sendo o principal componente responsavel pela
integridade estrutural e pela fungdo protetora do biofilme. O biofilme favorece a
adesao celular e a colonizagao de superficies, funcionando como barreira protetora
contra a fagocitose e a acdo de antibiéticos (Ochonska; Scibik; Brzychczy-Wioch,
2021; Piperaki; Syrogiannopoulos; Tzouvelekis; Daikos, 2017; Livrelli; De Champs; Di
Martino; Darfeuille-Michaud et al., 1996; Podschun; Ullmann, 1992; Wyres et al.,
2016). Nesse contexto, tornam-se cada vez mais necessarios estudos voltados a
identificacdo de novos compostos capazes de inibir essas bactérias.

Os bacteriéfagos, ou fagos, sao virus que utilizam bactérias como hospedeiras.
Sua estrutura € composta por uma cabeca proteica de simetria icosaédrica,
geralmente contendo DNA de dupla fita, e, em muitos casos, por uma cauda proteica
(contratil ou ndo), responsavel pelo reconhecimento da célula-alvo e pela injecdo do
material genético (Nobrega et al., 2018). Apds a infeccao, os fagos podem seguir o
ciclo litico, no qual redirecionam o metabolismo bacteriano para a produgéo de novas
particulas virais, culminando na lise celular, ou o ciclo lisogénico, caracterizado pela
integragcdo do genoma viral ao hospedeiro (Bragg et al., 2014). Os fagos sao
classificados em 47 familias e 1199 géneros (Lefkowitz, 2018; ICTV, 2022).

O crescente avancgo da resisténcia bacteriana tem impulsionado o interesse na
fagoterapia, proposta inicialmente por Frederick Twort e Félix d’'Herelle entre 1915 e
1917 (Payaslian; Gradaschi; Piuri, 2021). Esse método terapéutico baseia-se no uso

de fagos liticos especificos que infectam, replicam-se e destroem células bacterianas
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resistentes (Aslam et al., 2019). Estudos clinicos tém demonstrado resultados
promissores em infecgdes multirresistentes, incluindo aquelas causadas por A.
baumannii, K. pneumoniae, S. aureus e P. aeruginosa (Uyttebroek et al., 2022; Marcal
et al., 2023). O sucesso terapéutico depende de fatores como a escolha de fagos
altamente especificos, vias adequadas de administracdo e métodos eficientes de
liberagao (Chan et al., 2018). Contudo, falhas também foram relatadas, associadas ao
uso de fagos inespecificos, baixas doses administradas ou condigdes clinicas
desfavoraveis (Bao et al., 2020). Dessa forma, embora promissora, a fagoterapia
exige ajustes criteriosos para alcancar eficacia consistente (Stacey et al., 2022).

Ao contrario dos antibidticos, as despolimerases apresentam elevada
especificidade para o hospedeiro, o que permite preservar a microbiota natural (Pan
et al., 2019; Majkowska-Skrobek et al., 2018). Além de seu uso terapéutico, essas
enzimas podem ser projetadas para aumentar a atividade degradante e até mesmo
aplicadas como ferramentas de deteccgéo bacteriana (Singh et al., 2010). Existem duas
formas principais de aplicagdo: (i) como proteinas de cauda pontiaguda (TSP), que
fazem parte da estrutura dos virions e contém dominios despolimerases, ou (ii) como
enzimas livres, produzidas e aplicadas de forma independente (Drulis-Kawa et al.,
2015). No primeiro caso, quando fagos completos sdo administrados, eles podem se
multiplicar em células hospedeiras sensiveis, liberando um numero ainda maior de
particulas virais com TSPs, o que pode ser vantajoso em infec¢gdes associadas a
biofilmes, ja que facilita a entrega das enzimas diretamente ao local-alvo (Topka-
Bielecka, 2021; 105). Contudo, o uso de fagos inteiros levanta preocupacgdes, como a
transferéncia de genes de toxinas e resisténcia a antibidticos entre bactérias, além do
risco de surgimento de resisténcia bacteriana aos fagos (Oechslin, 2018; Dabrowska
etal., 2019).

Em contrapartida, as despolimerases livres apresentam vantagens adicionais:
sao geneticamente estaveis, mantém atividade em condi¢des externas adversas e a
probabilidade de desenvolvimento de resisténcia bacteriana contra elas é considerada
baixa (Latka et al., 2017; Reuter & Kruger, 2020; Deveau et al., 2002). Além disso, por
nao estarem presas a estrutura viral, sua difusdo tende a ser mais rapida e eficiente
em comparagao as despolimerases associadas a virions (Chan & Abedon, 2015).
Assim, essas caracteristicas reforcam o potencial das despolimerases como agentes
complementares ou alternativos a fagoterapia no enfrentamento de infeccbes

bacterianas resistentes.
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Diante disso, estudos voltados a compreensao do biofilme e dos fatores de
viruléncia de K. pneumoniae sao fundamentais para o desenvolvimento de alternativas
capazes de degradar essas estruturas. Essa abordagem mostra-se promissora a
longo prazo em comparag¢ao com o uso de antibidticos, ja que o biofilme desempenha
papel central na viruléncia de microrganismos multirresistentes (Li; Li; Chen; Guo et
al., 2021; Piperaki; Syrogiannopoulos; Tzouvelekis; Daikos, 2017; Vuotto; Longo;
Balice; Donelli et al., 2014). Assim, o presente estudo teve como objetivo explorar o
potencial de despolimerases fagicas como estratégia alternativa para o enfrentamento
da pneumonia causada por K. pneumoniae, patdgeno de grande relevancia clinica e
impacto global em saude publica. Para isso, a pesquisa concentrou-se na
identificacdo, em nivel in silico, de genes candidatos a despolimerases em genomas

de bacteriofagos de Klebsiella pneumoniae.
1.2 Problema de pesquisa

Dado que as despolimerases desempenham papel fundamental ao permitir que
bacteriéfagos atravessem a barreira exopolissacaridica durante o processo de
adsorcao, este estudo busca identificar in silico, enzimas com potencial de aplicagao
como terapia alternativa, voltada a degradagao da matriz de exopolissacarideos (EPS)

de Klebsiella pneumoniae.
1.3 Objetivo Geral

Empregar abordagens in silico baseadas em ferramentas de bioinformatica
para identificar genes candidatos a despolimerases putativas em genomas de
bacteriéfagos, visando subsidiar estudos posteriores de produgdo, purificacdo e
avaliacao da eficacia dessas enzimas na degradacao de biofiimes de Klebsiella

pneumoniae, como estratégia terapéutica alternativa.
1.4 Objetivos especificos

a) Utilizar ferramentas de bioinformatica para identificar genes codificadores
de possiveis despolimerases nos genomas dos fagos KP5, KP10, KP21,
KP29, KP40, KP47 e KP62, isolados de Klebsiella pneumoniae.
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b) Estabelecer um protocolo para a amplificagdo dos genes de despolimerases
selecionados, utilizando a técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR).

1.5 Justificativa

A industria farmacéutica enfrenta grandes desafios no combate as bactérias
multirresistentes, em razdo da notavel capacidade desses microrganismos de se
adaptar e adquirir resisténcia a diferentes classes de antibidticos (Laxminarayan et al.,
2013). Como consequéncia, observa-se uma perda progressiva da eficacia dos
farmacos disponiveis, reduzindo de forma significativa as opg¢des terapéuticas no
mercado. Diante desse cenario, em que a resisténcia bacteriana se consolida como
um problema global crescente, os bacteriéfagos despontam como uma estratégia
promissora de controle biolégico, com aplicagdes potenciais em humanos, animais,
plantas e alimentos (Chanishvili; Tediashvili; Barrow, 2001; Leverentz; Conway;
Camp; Janisiewicz et al., 2003). Esse quadro critico € agravado pela redugao no
investimento em pesquisas voltadas ao desenvolvimento de novos compostos
antibacterianos. O alto custo e a complexidade envolvidos tornam o processo de
inovacao farmacéutica mais lento do que a velocidade com que as bactérias evoluem
resisténcia e ampliam sua capacidade de infeccdo. Assim, o controle de bactérias
multirresistentes, especialmente entre patdgenos Gram-negativos, permanece como
um dos maiores desafios para a saude publica mundial (Chung, 2016; Dennesen;
Bonten; Weinstein, 1998; Gajdacs; Albericio, 2019). Nesse contexto, torna-se
fundamental a busca por alternativas terapéuticas que possam substituir ou atuar em
conjunto com antibiéticos convencionais no tratamento de infeccdo como causadas
pela K. pneumoniae (Yan; Mao; Xie, 2014). Essa bactéria é reconhecida como uma
das principais causadoras de infec¢gdes hospitalares graves, frequentemente
associada aresisténcia na maioria dos tratamentos disponiveis. Frente a esse desafio,
as despolimerases virais surgem como uma alternativa promissora, pois apresentam
acgao especifica contra a matriz de exopolissacarideos (EPS), estrutura essencial para
a formacgédo do biofilme bacteriano. Esse biofilme contribui diretamente para a
viruléncia da bactéria e para sua protecdo contra antibioticos. Nesse sentido, a
prospeccao in silico de dominios de despolimerases em fagos especificos de K.
pneumoniae configura-se como uma estratégia biotecnoldgica relevante. Essas

enzimas, por possuirem alta especificidade no reconhecimento do EPS, tém potencial
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para degradar o biofiime e, consequentemente, reduzir a resisténcia bacteriana,
oferecendo novas perspectivas para o tratamento de infecgées causadas por esse
patogeno (Li; Li; Chen; Guo et al., 2021).
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Isolados de Klebsiella pneumoniae e bacteriéfagos

Os bacteriéfagos utilizados neste estudo foram isolados a partir de amostras
de esgoto nao filtradas provenientes de uma estacdo de tratamento de aguas
residuais localizada em Manchester, Reino Unido. Os isolados de Klebsiella
pneumoniae, assim como os respectivos bacteriéfagos, foram gentilmente fornecidos
pelo Prof. Mark Charles Enright (Manchester Metropolitan University, Manchester —
Reino Unido). No total, foram analisadas sete linhagens fagicas (Tabela 1), cujos
dados genbmicos, juntamente com os das bactérias hospedeiras correspondentes,
estdo disponiveis como parte dos resultados do projeto apoiado pela FAPESP
(Processo n°® 2018/21164-5). As linhagens de K. pneumoniae serao cultivadas em
meio TSB (Tryptic Soy Broth, 17 g de Triptona, 3 g de Digestdo Papaica de Farinha
de Soja, 2,5 g de Glicose, 5 g de NaCl e 2,5 g de Fosfato Dipotassico para 1 L).
Quando necessario, sera adicionado agar na concentragdo final de 15% para o
preparo de meio sélido. Os bacteriofagos encontram-se preservados em tampéo SM
(100 mM NaCl; 10 mM MgSO,; 50 mM Tris-HCI, pH 7.4; 0,01% &gar [v/V]) e

armazenados a 4 °C até sua utilizagao.

Tabela 1 — Linhagens dos bacteriéfagos com o tamanho do genoma e linhagem

hospedeira de K. pneumoniae.

Fago Tamanho do genoma (pb) Linhagem hospedeira
KPS 51561 KH 1
KP10 49178 KH 11
KP21 43390 KH7
KP29 51207 KH 1

KP40 43761 KH 1
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KP47 47396 KH 1

KP62 159455 KH 1

Fonte: elaborado pela autora.
2.2 Processamento em bioinformatica

O DNA genbmico dos fagos foi extraido por meio do método PCI/SDS
(fenol/cloroférmio/alcool isoamilico [25:24:1] {v/v}) (Whittard et al., 2021) e,
posteriormente, sequenciado utilizando a plataforma lllumina Nextera XT. As
sequéncias obtidas foram entdo montadas e anotadas com o auxilio de diferentes
pipelines de bioinformatica, incluindo Bowtie2, SPAdes, Pharokka e Phold (Langmead;
Salzberg, 2012; Bankevich et al., 2012; Bouras, 2022; Bouras, 2024). Para a
prospeccao de genes codificadores de despolimerases, foram analisadas sete
sequéncias gendmicas de bacteriéfagos (Tabela 1). Na sequéncia, os genomas foram
submetidos a um pipeline de predicao funcional desenvolvido para identificar
proteinas potencialmente envolvidas na degradagéo da capsula bacteriana, como as
despolimerases fagicas (Figura 1). A prospecgdo de sequéncias candidatas a
despolimerases foi conduzida por meio de ferramentas baseadas em machine
learning, especificamente PhageDPO, DePP e DepoScope (Vieira et al., 2023; Magill;
Skvortsov, 2023; Concha-Eloko et al., 2024). Essas plataformas permitem a
identificacdo de genes putativos de despolimerases a partir de genomas de fagos,
utilizando bancos de dados treinados com enzimas ja descritas na literatura. As
sequéncias obtidas foram posteriormente avaliadas quanto a presenca de dominios
conservados utilizando a ferramenta HHpred (Zimmermann et al., 2018) com busca
por homologia. Para isso, aplicaram-se os parametros padrdes, realizando buscas nos
bancos de dados PDB_mmCIF70_25 may, Pfam-A_v37.4, UniProt-SwissProt-
viral70_3_Nov_2021 e COG_KOG_v1.0. A modelagem tridimensional foi realizada
com as ferramentas AlphaFold v1.5.5. e AlphaFold2-Multimer (Jumper et al., 2021,
Mirdita et al., 2022). Os modelos obtidos foram posteriormente inspecionados no
ChimeraX v1.10.1 (Meng et al., 2023), o que possibilitou avaliar tanto a conformagao

estrutural quanto a confiabilidade preditiva.
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Figura 1 - Painel representativo com uma visao geral esquematica do pipeline de

analise bioinformatica. O fluxo de trabalho integrou ferramentas bioinformaticas para

identificar e validar proteinas candidatas com potencial atividade despolimerase.
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Fonte: elaborado pela autora.

2.3 Extracao de DNA dos bacteriéfagos

O material genético dos fagos foi obtido a partir dos lisados utilizando o
protocolo classico de extragdo com fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1 [v/v])
(Whittard et al., 2021). Para cada isolado, 1,5 mL do lisado fagico foi centrifugado a
13.000 xg por 10 min a 4 °C. Em seguida, 1 mL do sobrenadante foi transferido para
tubos de microcentrifuga de 2 mL, aos quais foi adicionado igual volume de fenol (pH
8.0). Apos serem vortexados por 30 s e centrifugados (13.000 xg, 10 min, 4 °C), a fase

aquosa foi cuidadosamente coletada e transferida para tubos de 1,5 mL. Nessa etapa,
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adicionou-se 0 mesmo volume de fenol:cloroférmio (1:1 [v/v]), seguido de vortex (30
s) e centrifugacao (13.000 xg, 10 min, 4 °C). A fase aquosa foi novamente recuperada
e submetida a nova extracdo, desta vez com fenol:cloroférmio:alcool isoamilico
(25:24:1 [v/v]) (Whittard et al., 2021), repetindo-se o processo de agitagéo (30 s) e
centrifugacao (13.000 xg, 20 min, 4 °C). O sobrenadante final foi entdo utilizado para
a precipitacado do DNA em tubos de microcentrifuga 1,5 mL, mediante adicdo de 2
volumes de etanol absoluto gelado e 1/10 do volume de acetato de sédio 3 M (pH 5.2)
recém preparado. As amostras permaneceram a —20 °C por 16 h, para permitir a
completa precipitacdo do material genético. Apds a incubagao, as amostras foram
centrifugadas (13.000 xg, 20 min, 4 °C), o sobrenadante descartado e o pellet
contendo DNA lavado duas vezes com 1 mL de etanol 70% (v/v) gelado. Apds as
lavagens, o material foi seco em estufa a 45 °C por 2 h e, por fim, ressuspendido em
100 uL de tampao TE (10 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA). O DNA purificado foi utilizado

nas etapas subsequentes de amplificagdo de genes de despolimerases.
2.4 Isolamento dos genes de despolimerases

Com base nas sequéncias selecionadas por machine learning, foram
desenhados primers especificos (Quadro 1), avaliados quanto a estabilidade,
possibilidade de formacao de estruturas secundarias, temperatura de melting (Tm) e
outras propriedades, empregando-se o software GeneRunner v.6.5.52. Os primers
foram desenhados para amplificar tanto o CDS inteiro ao qual a despolimerase foi
identificada e apenas o dominio com acdo enzimatica de despolimerase. A
amplificagdo dos genes foi realizada utilizando a DNA polimerase Pfu (Cellco) ou
Platus Tag DNA polimerase (Sinapse). As reagdes de PCR do tipo touchdown foram
conduzidas em um termociclador Bio-Rad, modelo T100, e os parametros de ciclagem
empregados estdo descritos nas Tabelas 2 e 4. Os fragmentos resultantes foram
analisados por eletroforese em gel de agarose a 0,7%, possibilitando a deteccao das
bandas correspondentes ao tamanho esperado. A visualizacao e o registro dos geéis
foram feitos em um transiluminador Azure Biosystems C600. As amplificagcdes foram
conduzidas utilizando um protocolo de PCR do tipo touchdown (Korbie & Mattick,

2008), com modificagdes ajustadas conforme o tamanho de cada sequéncia.

Quadro 1 — Primers para a amplificagao das despolimerases identificadas.
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Primer Sequéncia 5°-3’ Amplicon

KP5_CDS58 EcoRI_F AAAGAATTCATGGCACTATACAGACAAGGC

2556
KP5_CDS58 Xhol_R TTTCTCGAGTTAGTTCTCCAGAATATATCG
KP5_CDS58 Xhol R _Dom (*) TTTCTCGAGTCAGTTGCCAGTATAGCTTCTG 642
KP10_CDS86 EcoRI_F AAAGAATTCATGAACCTTTTTGCGTCGGAC

1539
KP10_CDS86_ Hindlll_R TTTAAGCTTTTATGCTACCACCTCCCACGA
KP10_CDS86 Hindlll_R_Dom (*) TTTAAGCTTTCACGCGTCGCTATCGAGTA 351
KP21_CDS11_EcoRI_F AAAGAATTCATGTCGTTGGTGGATTTAGTT

1992
KP21_CDS11_Xhol_R TTTCTCGAGTCACACTGTCACAGGGTTAGCGCT
KP21_CDS11_Xhol_R_Dom (*) TTTCTCGAGTCAAGTCTTAGTCAGCCGCC 1521
KP29_CDS85 EcoRI_F AAAGAATTCATGGCACTATACAGACAAGGC

2652
KP29_CDS85 Xhol_R TTTCTCGAGTTACATCTCTAACTTTTCTTCAATGG
KP40_CDS4 _BamHI_F TTTGGATCCATGTCTTTAGTTAATGTGATATATCC

C 1695

KP40_CDS4_Xhol_R TTTCTCGAGCTACTGGGCTAACTCAGCAAT
KP40_CDS4_Xhol_R_Dom (*) TTTCTCGAGTCACCCACCTGACGGTTCGG 1481
KP62_CDS139 EcoRI_F AAAGAATTCATGAATCCGCAATTTAGTCAG

1842
KP62_CDS139 Xhol R TTTCTCGAGTTATACTACAGCACCAGTCGC
KP62_CDS139 Hindlll R_Dom(*) | TTTAAGCTTTTATAATTCGTAAGTTCCCCCA 1662

(*) Para as amplificacées referentes aos fragmentos de dominio, foi utilizado o mesmo primer

Forward empregado nas reacdes de gene inteiro.

Dessa forma,

cada amplicon
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correspondente ao dominio foi obtido a partir da combinagao do primer Forward do gene

completo com o primer Reverse especifico de cada dominio.
Fonte: elaborado pela autora.
2.5 Reagoes de amplificagoes e protocolos

A amplificacdo por PCR foi realizada afim de obter as sequéncias das
despolimerases em quantidade e qualidade adequadas para viabilizar sua clonagem
no vetor e, posteriormente, permitir a expressao heterologa das proteinas. Essa etapa
foi essencial para isolar especificamente os genes completos e seus dominios
cataliticos a partir do DNA fagico, gerando fragmentos compativeis com os sitios de
restricdo necessarios a construgao dos plasmideos recombinantes. As amplificacbes
foram conduzidas utilizando Taq DNA polimerase ou DNA polimerase Pfu conforme
as recomendagdes do fabricante (Quadro 2 e 3), garantindo eficiéncia e fidelidade
adequadas para as etapas subsequentes. Ambas as reagdes seguiram um protocolo
de PCR touchdown (Korbie & Mattick, 2008), onde nessas reagdes, tanto os
fragmentos correspondentes aos genes completos quanto aqueles referentes apenas
aos dominios associados a degradacao de agucares foram amplificados a partir do

DNA extraido dos fagos previamente purificados (Tabelas 2, 3, 4 e 5).

Quadro 2 - Reagao de amplificagédo para os genes KP5_CDS58 Dominio,
KP21_CDS11_Gene_Inteiro e KP21_CDS11_Dominio com Taq.

Reagentes Quantidade
Taq DNA polimerase 1U
Primers F e R 1 uM

dNTPs 200 uM




23

Tampé&o 10x Diluido para 1X (5 pL)
DNA molde ~20 ng

H20 MiliQ autoclavada g.s.p 50 yL
Volume final 50 uL

Fonte: elaborado pela autora.

Quadro 3 - Reagao de amplificagéo dos genes KP5_CDS58 Gene_Inteiro,
KP5 _CDS58 Dominio, KP10_CDS86 Dominio, KP29 CDS85 Gene_Inteiro e

KP21_CDS11_Gene_|Inteiro com Pfu suplementado com Betaina.

Reagentes Quantidade
Pfu DNA polimerase 1U
Primers F e R 1 uM
dNTPs 200 uM
Tamp&o 10x Diluido para 1X (5 yL)
Betaina 1M
DNA molde ~20 ng
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H20 MiliQ autoclavada g.s.p 50 yL

Volume final 50 L

Fonte: elaborado pela autora.

Tabela 2 - Ciclo de amplificagbes positivas em touchdown com a utilizagdo de Taq

Polimerase dos fragmentos de gene inteiro selecionados de despolimerases.

Repeticoes Etapa KP5 KP21

Temperatura Tempo Temperatura Tempo

(°C) (m) (°C) (m)
Desnaturagéao 95 2:30 95 2:30
inicial

i Desnaturacéao 95 0:45 95 0:45

4 - Anelamento 60 0:45 60 0:45
i Extenséo* 72 3 72 2

i Desnaturacéao 95 0:45 95 0:45

30 - Anelamento 60 0:45 60 0:45
Extenséo* 72 3 72 2

Extensao final* 72 6 72 4
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(*) A etapa de extensdo a 72 °C teve sua duracao ajustada conforme o tamanho de cada
amplicon. Para as reagdes com a polimerase Taq, considerou-se o tempo de 1 minuto a cada
1000 pb de fragmento. Ja a extenséo final foi realizada com o tempo correspondente ao dobro

do definido para a extensao inicial.
Fonte: elaborado pela autora.

Tabela 3 - Ciclo de amplificagdes positivas em touchdown com a utilizagao de Taq

Polimerase dos fragmentos de dominio selecionados de despolimerases.

Repeticoes Etapa KP5 KP21

Temperatura Tempo Temperatura Tempo

(°C) (m) (°C) (m)
Desnaturacéao 95 2:30 95 2:30
inicial

i Desnaturacéao 95 0:45 95 0:45

4 - Anelamento 60 0:45 60 0:45
_ Extenséo* 72 1 72 2

i Desnaturacao 95 0:45 95 0:45

30 - Anelamento 60 0:45 60 0:45
_ Extenséao* 72 1 72 2
Extenséo final* 72 2 72 4

(*) A etapa de extensdo a 72 °C teve sua duracgao ajustada conforme o tamanho de cada

amplicon. Para as reagdes com a polimerase Taq, considerou-se o tempo de 1 minuto a cada
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1000 pb de fragmento. Ja a extenséo final foi realizada com o tempo correspondente ao dobro

do definido para a extensao inicial.
Fonte: elaborado pela autora.

Tabela 4 - Ciclo de amplificagcbes positivas em touchdown com a utilizacdo de PFU

Polimerase dos fragmentos de gene inteiro selecionados de despolimerases.

Repeticoes Etapa KP5 KP21 KP29

Temperatura Tempo  Temperatura Tempo Temperatura Tempo

(°C) (m) (°C) (m) (°C) (m)
Desnaturagao 95 2:30 95 2:30 95 2:30
inicial
™ Desnaturacao 92 0:45 92 0:45 92 0:45
4 =N Anelamento 65 1 65 1 65 1
a Extens&o* 72 3 72 2 72 6
B Desnaturacao 95 0:45 95 0:45 95 0:45
30 - Anelamento 50 1 50 1 50 1
L Extenséo* 72 3 72 2 72 6
Extensao 72 6 72 4 72 12

final*
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(*) A etapa de extensdo a 72 °C teve sua duracao ajustada conforme o tamanho de cada
amplicon. Para as reagdes com a polimerase Pfu, considerou-se o tempo de 30 segundos
para cada 500 pb de fragmento. Ja a extensao final foi realizada com o tempo correspondente

ao dobro do definido para a extensao inicial.
Fonte: elaborado pela autora.

Tabela 5 - Ciclo de amplificagao touchdown com a utilizacido de PFU Polimerase dos

fragmentos de dominios selecionados de despolimerases.

Repeticoes Etapa KP5 KP10

Temperatura Tempo Temperatura Tempo

(°C) (m) (°C) (m)
Desnaturacéao 95 2:30 95 2:30
inicial
5 Desnaturacéao 92 0:45 9 0:45
5 - Anelamento 65 1 65 1
u Extenséo* 72 2 72 1
i Desnaturacao 95 0:45 95 0:45
30 - Anelamento 50 1 50 1
_ Extenséao* 72 2 72 2

Extensao final* 72 4 72 2
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(*) A etapa de extensdo a 72 °C teve sua duracao ajustada conforme o tamanho de cada
amplicon. Para as reagdes com a polimerase Pfu, considerou-se o tempo de 30 segundos
para cada 500 pb de fragmento. Ja a extenséo final foi realizada com o tempo correspondente

ao dobro do definido para a extensao inicial.

Fonte: elaborado pela autora.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Analises de Bioinformatica

A avaliagdo de genes candidatos a despolimerases nos genomas fagicos foi
realizada com as ferramentas PhageDPO (Vieira et al., 2023), DePP (Magill
Skvortsov, 2023) e DepoScope (Concha-Eloko et al., 2024) (Tabela 6). Na analise
pelo PhageDPO, foram identificadas 7 possiveis despolimerases: KP5 CDS58,
KP10_CDS82, KP10_CDS86, KP21_CDS11, KP29 CDS85, KP40 CDS4 e
KP62 CDS139, todas apresentando valores de predicdo superiores a 93% de
probabilidade positiva para atividade de despolimerase. Ja o DepoScope apresentou
um resultado intermediario, identificando quatro genes como despolimerases
potenciais: KP21_CDS11, KP29_CDS85, KP40_CDS4 e KP62_CDS139. Por outro
lado, a analise realizada com a ferramenta DePP resultou em baixos percentuais de
confianga para os genes avaliados, com valores variando entre 13% e 15%. Esse
resultado pode refletir tanto o maior rigor de seus critérios preditivos quanto possiveis
limitagdes no reconhecimento de determinadas familias de proteinas. E importante
destacar que os testes iniciais da ferramenta foram desenvolvidos a partir de um
conjunto de 50 sequéncias de despolimerases de fagos, que eram majoritariamente,
de Podovirus, que infectam bactérias Gram-negativas patogénicas da familia
Pectobacteriaceae (Magill; Skvortsov, 2023). Como a K. pneumoniae pertence a
familia Enterobacteriacea isso pode indicar uma limitacdo da ferramenta para a

identificacdo de despolimerase de fagos que infectam essa familia.

Tabela 6 - Representacao das sete proteinas identificadas em cada genoma de

fagos apods analise nas ferramentas DePP, PhageDPO e DepoScope.

Fago CDS DePP (%) PhageDPO (%) DepoScope (%)

KPS 58 16 100 10

KP10 82 15 99 10
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KP10 86 14 93 10
KP21 11 16 99 100
KP29 85 16 99 100
KP40 4 13 99 90
KP62 139 14 100 90

Fonte: elaborado pela autora.

Para conferir a robustez das predi¢des, os genes selecionados foram validados
por homologia estrutural no HHpred (Zimmermann et al., 2018), utilizando os bancos
de dados previamente mencionados. Essa analise permitiu identificar dominios de
ligacdo a agucares e outros dominios conservados compativeis com a atividade de
despolimerase. Foram considerados significativos os hits anotados como pectato
liase, pectina liase ou peptidase (Tabela 7), que correspondem a componentes
estruturais caracteristicos de despolimerases (Azeredo et al., 2016). De acordo
com o modo de agado, as despolimerases fagicas podem ser divididas em duas
categorias principais: hidrolases e liases (Azeredo et al., 2016). As polissacarideo
liases atuam clivando ligagées glicosidicas do tipo (1,4) por meio de um mecanismo
de B-eliminagdo (Sutherland, 1995; Michaud et al., 2003). Dentro desse grupo,
destacam-se as pectinas e pectato liases, enzimas pectoliticas capazes de degradar
0 acido galacturénico, um dos principais constituintes dos polissacarideos bacterianos
e das paredes celulares vegetais (Frirdich & Whitfield, 2005; Garron & Cygler, 2010).
Embora classicamente descritas em organismos vegetais e bacterianos (Hugouvieux-
Cotte-Pattat et al., 2014), essas enzimas sao também frequentemente codificadas por
fagos, desempenhando papel crucial na penetragdo do biofilme bacteriano. Além
disso, foram identificados dominios relacionados a hidrolases, em especial
peptidases, enzimas que atuam sobre ligacoes peptidicas (Azeredo et al. 2016). Esse
tipo de enzima é capaz de degradar o polipeptideo capsular poli-y-glutamato, um
polimero sintetizado por algumas bactérias Gram-positivas, como Bacillus spp.
(Kimura & Itoh, 2003; Candela & Fouet, 2006).
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Tabela 7 — Possiveis despolimerases produzidas pelos fagos, identificadas
pelas ferramentas DePP, DepoScope e PhageDPO. Sete isolados de fagos (KP5,
KP10, KP21, KP29, KP40, KP47 e KP62) apresentaram proteinas com potencial a

atividade despolimerase. Os dominios enzimaticos previstos, determinados pela
analise de homologia HHpred, corresponderam as familias de despolimerases

conhecidas: pectina liase, pectato liase e peptidase.

Fago CDS Aminoacidos Dominio Atividade Alvo

KP5 58 845 Pectato liase e Degradar acido EPS
pectina liase hialurénico

KP10 82 695 Pectato liase e Degradar acido EPS
pectina liase hialurénico

KP10 86 695 Pectato liase e Degradar acido EPS
pectina liase hialurénico

KP21 11 657 Pectato liase e Degradar acido EPS
pectina liase hialurénico

KP29 85 877 Peptidase Degradar acido CPS
polissialico

KP40 4 558 Pectato liase Degradar acido EPS
hialurénico

KP62 139 859 Pectato liase Degradar acido EPS
hialurénico

Fonte: elaborado pela autora.
Esses dominios estdo diretamente associados a degradacao do

exopolissacarideo (EPS) bacteriano de K. pneumoniae, como o acido galacturénico e

0 acido polissialico, elemento essencial na formacdo de biofilmes, reforcando a

relevancia funcional das proteinas identificadas. Em particular, a deteccdo de
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dominios compativeis com enzimas pectoliticas corrobora com estudos anteriores que
apontam a predominancia desse grupo entre as despolimerases fagicas (Azeredo et
al., 2016), sugerindo que esses mecanismos de degradacdo de polimeros também

possam ocorrer em K. pneumoniae.

Figura 2 - Distribuicdo dos dominios de atividade de despolimerase ao longo das
enzimas identificadas. Os dominios pectin_lyase foram encontrados nos fagos
KP5_CDS58, KP10_CDS82 e KP21_CDS11. Os dominios pectate_lyase foram

encontrados nos fagos KP5_CDS58, KP10_CDS86, KP21_CDS11, KP40_CDS4 e
KP62_CDS139 e peptidase em KP29 CDSB85. Escala representa de 1 a 1000

aminoacidos.
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Fonte: elaborado pela autora via Canva.com.

A distribuicdo dos dominios ao longo das sequéncias proteicas (Figura 2),
representadas até 1000 aminoacidos, revelou variagao significativa entre os fagos
analisados. Em KP5_CDS58, foram identificados dominios de pectina liase e pectato
liase, ambos associados a degradagao de polissacarideos da parede bacteriana.
Situacao semelhante foi observada em KP21 CDS11, que também apresentou
simultaneamente os dois tipos de dominios, indicando maior versatilidade enzimatica.
No genoma de KP10, dois genes distintos se destacaram: KP10_CDS82, contendo
um dominio de pectina liase, e KP10_CDS86, associado a pectato liase, reforgando a
diversidade funcional dentro de um mesmo fago. Outros fagos apresentaram dominios

especificos: KP29 _CDS85 exibiu um dominio de peptidase, localizado na regiao C-
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terminal, sugerindo um papel complementar na degradag¢ao de polimeros capsulares;
enquanto KP40 CDS4 e KP62_CDS139 mostraram apenas dominios de pectato
liase, distribuidos em regides distintas de suas proteinas. Observamos que o0s
dominios de pectato liase e pectina liase estdo todos concentrados da extremidade N-
terminal até a regido central da enzima. Essa diversidade na distribuicdo e no tipo de
dominios sugere que, embora cada fago mantenha sua especificidade natural de
hospedeiro, as despolimerases codificadas apresentam variagcdo estrutural e
funcional. Esses arranjos distintos podem refletir diferentes mecanismos de interagéo
com os polissacarideos bacterianos, indicando que cada enzima possui potencial
unico de atuagao na degradacao de componentes da capsula ou do biofilme.

Apos a selegédo dos genes candidatos por ferramentas baseadas em machine
learning (PhageDPO, DePP e DepoScope) e a validagédo por homologia no HHPred,
foram gerados os modelos tridimensionais das sete proteinas putativas de
despolimerases. Essa etapa permitiu avaliar a conformagao estrutural e a
confiabilidade preditiva, além de identificar regides com potencial de interagdo com
agucares - uma caracteristica funcional tipica de diversas despolimerases (Pires et al.,
2016).

A analise tridimensional predita pelo AlphaFold v.1.5.5. (Jumper et al., 2021;
Mirdita et al., 2022) revelou que as proteinas candidatas apresentam padroes
estruturais caracteristicos de despolimerases. O modelo KP5_CDS58 (Figura 3) exibiu
uma conformacao central em [-hélice, compativel com enzimas pectinoliticas (Zheng
et al., 2021). Estrutura semelhante foi observada em KP10_CDS82 (Figura 4) e
KP10_CDS86 (Figura 5), ambas com arquitetura de B-hélice, embora a primeira
apresente maior extensdo no dominio N-terminal. No caso de KP21_CDS11 (Figura
6), 0 modelo indicou a presenga combinada de dominios relacionados a pectina e
pectato liases, sustentados por folhas-f que formam a base da atividade catalitica
(Zheng et al., 2021). Diferentemente, KP29_CDS85 (Figura 7) apresentou um arranjo
em que o dominio C-terminal é majoritariamente composto por a-hélices, condizente
com sua anotagdo como peptidase. J& os modelos KP40 _CDS4 (Figura 8) e
KP62_CDS139 (Figura 9) exibiram conformacgdes tipicas de pectato liases, também
dominadas por estruturas em B-hélice, sugerindo alta conservacao estrutural entre
essas enzimas. Os modelos tridimensionais reforcam que as proteinas analisadas
compartiiham a dobra estrutural comum as despolimerases de fagos, como

observamos, por exemplo, na caracterizacdo de modelos de despolimerases de
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Escherichia coli (Kim, Y. et al., 2023; Efimov, A. D. et al., 2022; Pas, C., 2024). Estes
conjuntos apresentam variagdes topoldgicas que podem refletir especificidades no
reconhecimento de substratos. As analises evidenciaram uma alta similaridade na
organizagao terciaria entre as proteinas, reforcando a robustez das predi¢des e
sustentando a hipdtese de que possam desempenhar atividade enzimatica relevante
na degradacdo dos componentes do EPS de K. pneumoniae. Os sete genes
candidatos a possiveis despolimerases sdo considerados promissores para futuras

etapas de clonagem, expressao e caracterizagao funciona.

Figura 3 - Modelagem estrutural da proteina KP5_CDS58, obtida com o AlphaFold
v1.5.5. A) Representacao tridimensional da proteina visualizada no ChimeraX. A
proteina esta destacada em verde, observa-se ao longo do arranjo tridimensional a
presencga do gene caracteristico do tipo B-hélice associado a estruturas comumente
descritas em despolimerases de fagos. Além disso, quatro dominios a-hélice estao
distribuidos ao longo da sequéncia, intercalados por regides de loops. O provavel
dominio funcional de ligacédo e degradacao de agucares encontra-se destacado em
rosa (aminoacidos 187—-322). B) Grafico de cobertura da sequéncia, indicando a
distribuicdo e profundidade de alinhamentos utilizados na predigcao estrutural. C)
Valores previstos de IDDT por posi¢cao, demonstrando elevada confiabilidade da
modelagem para a maior parte da sequéncia. D) Matrizes de Predicted Aligned Error
(PAE) para os cinco modelos gerados, evidenciando consisténcia nas regides

estruturais principais e alta robustez das predicoes.
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Fonte: elaborado pela autora com a utilizagao de AlphaFold v1.5.5. e AlphaFold2-

Multimer.

Figura 4 - Modelagem estrutural da proteina KP10_CDS82, construida com o
AlphaFold v1.5.5. A) Estrutura tridimensional da proteina visualizada no ChimeraX.
A proteina esta destacada em verde, é possivel observar um dominio caracteristico

do tipo B-hélice ao longo de seu arranjo, associado a estruturas tipicas de
despolimerases de fagos. Ao longo da proteina, destaca-se trés dominios a-hélice
distribuidos ao longo da sequéncia, intercalados por loops. O provavel dominio
funcional de ligagdo e degradagéo de agucares encontra-se destacado em rosa
(aminoacidos 173-524). B) Graficos de Predicted Aligned Error (PAE) para os cinco
modelos gerados, evidenciando consisténcia estrutural e baixo erro nas regides
principais. C) Grafico de cobertura da sequéncia, indicando profundidade de
alinhamento e identidade em relagao a proteina consultada. D) Valores previstos de
IDDT por posigéo, mostrando alta confiabilidade do modelo para a maior parte da

sequéncia.
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Figura 5 - Modelagem estrutural da proteina KP10_CDS86, construida com o
AlphaFold v1.5.5. A) Estrutura tridimensional da proteina visualizada no ChimeraX.
A proteina esta destacada em verde, ao longo de seu arranjo tridimensional
observa-se um dominio do tipo B-hélice, tipico de enzimas associadas a atividade de
despolimerases. Além disso, sdo observados dominios a-hélice distribuidos ao longo
da cadeia, intercalados por loops. O provavel dominio funcional de
ligacdo/degradacao de agucares encontra-se destacado em rosa (aminoacidos 1—
87). B) Gréficos de Predicted Aligned Error (PAE) para os cinco modelos obtidos,
indicando consisténcia e menor erro estrutural em regides bem definidas. C) Grafico
de cobertura da sequéncia, evidenciando profundidade de alinhamento e identidade
com a proteina consultada. D) Valores previstos de IDDT por posi¢ao, com alta

confiabilidade estrutural ao longo da sequéncia.



37

Fonte: elaborado pela autora com a utilizagao de AlphaFold v1.5.5. e AlphaFold2-

Multimer.

Figura 6 - Modelagem estrutural da proteina KP21_CDS11, construida com o
AlphaFold v1.5.5. A) Estrutura tridimensional da proteina visualizada no ChimeraX.
A proteina esta destacada em verde, e apresenta um dominio do tipo B-hélice ao
longo de seu arranjo, caracteristico de enzimas ligadas a atividade de
despolimerases. Além disso, sdo observados dominios a-hélice distribuidos ao longo
da cadeia, intercalados por loops. O dominio funcional associado a quebra de
agucares encontra-se destacado em rosa (aminoacidos 9—407). B) Grafico de
Predicted Aligned Error (PAE) para os cinco modelos gerados, indicando regides
com maior confiabilidade estrutural. C) Cobertura da sequéncia, mostrando a
profundidade e identidade de alinhamento. D) Valores previstos de IDDT por
posig¢ao, evidenciando alta confiabilidade estrutural na maior parte da proteina.
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Figura 7 - Modelagem estrutural da proteina KP29_CDS85, construida com o
AlphaFold v1.5.5. A) Estrutura tridimensional visualizada no ChimeraX. A proteina
esta destacada em verde, ao longo de sua cadeia observa-se dominios a-hélice
distribuidos ao longo da sequéncia, intercalados por loops. O dominio funcional
associado a quebra de agucares foi identificado em uma regiao extensa,
correspondente aos aminoacidos 679-810. Devido ao seu tamanho e complexidade,
optou-se pela clonagem apenas do gene completo previsto. B) Grafico de Predicted
Aligned Error (PAE), evidenciando a confiabilidade da predi¢ao estrutural. C)
Cobertura da sequéncia, indicando a profundidade de alinhamentos usados no
modelo. D) Valores previstos de IDDT por posigdo, com alta confianga na maior

parte da estrutura proteica.
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Multimer.

Figura 8 - Modelagem estrutural da proteina KP40_CDS4, construida com o
AlphaFold v1.5.5. A) Estrutura tridimensional visualizada no ChimeraX. A proteina
esta destacada em verde, observa-se ao longo de seu arranjo um dominio do tipo -
hélice, acompanhado por dois dominios a-hélice distribuidos ao longo da sequéncia,
intercalados por loops. O dominio associado a degradagéo de agucares foi
identificado entre os aminoacidos 102—437, também destacado em rosa. B) Grafico
de Predicted Aligned Error (PAE), evidenciando a confiabilidade dos alinhamentos
usados no modelo. C) Cobertura da sequéncia, mostrando a distribuigdo de
alinhamentos ao longo da proteina. D) Valores previstos de IDDT por posi¢éo,

indicando alta confianga estrutural na maioria das regides do modelo.
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Figura 9 - Modelagem estrutural da proteina KP62_CDS139, construida com o
AlphaFold v1.5.5. A) Estrutura tridimensional visualizada no ChimeraX. A proteina
esta destacada em verde, ao longo de seu arranjo observa-se um dominio do tipo -
hélice, acompanhado por dominios a-hélice distribuidos ao longo da sequéncia,
intercalados por loops. O dominio de degradagéo de agucares foi identificado entre
0s aminoacidos 264—-334, destacado em rosa. B) Grafico de Predicted Aligned Error
(PAE), indicando a confiabilidade dos alinhamentos empregados para a predigao
estrutural. C) Cobertura da sequéncia, evidenciando a representatividade dos
alinhamentos ao longo da proteina. D) Valores previstos de IDDT por posigéo, que

demonstram alta confiabilidade estrutural para a maior parte da sequéncia.
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ApOs a selegao de sete genes de despolimerases, foram conduzidas reagdes
de PCR visando a amplificagdo tanto da sequéncia completa quanto do dominio de
cada gene. A Tag DNA polimerase foi inicialmente utilizada em um protocolo de PCR
touchdown (Korbie & Mattick, 2008) (Quadro 2), resultando em amplificagdes positivas
para quatro alvos: KP5 CDS58 Gene_Inteiro, KP5 CDS58 Dominio,
KP21_CDS11_Gene_Inteiro e KP21_CDS11_Dominio (Figura 10; Tabelas 2 e 3).
Nessas reacgdes, tanto os fragmentos correspondentes aos genes completos quanto
aqueles referentes apenas aos dominios associados a degradagao de agucares foram
amplificados a partir do DNA extraido dos fagos previamente purificados.

Foram realizadas reacoes de PCR com Pfu DNA polimerase associada a
Betaina 1M, em um protocolo otimizado de PCR touchdown (Korbie & Mattick, 2008)

(Quadro 3), com o objetivo de ampliar o espectro de genes obtidos a partir dos primers
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previamente desenhados. Com essa abordagem, foram observadas amplificacoes
positivas para: KP5 CDS58 Gene_|Inteiro, KP5 _CDS58 Dominio,
KP10_CDS86_Dominio, KP29 CDS85_Gene_Inteiro e KP21_CDS11_Gene_Inteiro
(Figura 11; Tabelas 4 e 5).

De forma consolidada, observou-se que o gene KP5 CDS58, tanto em sua
versao completa quanto no dominio, foi amplificado de maneira consistente em todas
as condi¢des testadas, utilizando-se tanto a Taqg DNA polimerase quanto a Pfu
associada a Betaina, o que confirma a robustez dos primers desenhados (Figuras 10
e 11; Quadros 2 e 3). Para o gene KP10_CDS86, a amplificagéo positiva foi restrita
ao dominio e somente quando empregada a condicdo com Pfu + Betaina (Tabela 5;
Figura 11; Quadro 3). Outras abordagens, incluindo o uso de Taq, Pfu com formamida
(10%), Pfu com DMSO (3%) ou a combinagao de formamida (10%) e DMSO (3%),
nao resultaram em amplificagdo detectavel. Em relagdo ao gene KP21_CDS11, o
fragmento correspondente ao gene inteiro foi amplificado com sucesso em ambas as
condigbes testadas (Taq e Pfu + Betaina), enquanto o dominio péde ser obtido
exclusivamente por meio da reagdo com Taq DNA polimerase (Figura 10; Quadros 2
e 3). Ja o gene KP29 CDS85 apresentou amplificagdo positiva apenas para a
sequéncia completa, e unicamente na condigao com Pfu + Betaina (Figura 11; Quadro
3; Tabela 4). Assim como no caso de KP10, as tentativas empregando Taq, Pfu com
formamida (10%), Pfu com DMSO (3%) ou suas combinag¢des ndo geraram resultados
satisfatorios. Por outro lado, os genes KP40_CDS4 e KP62_CDS139 (gene inteiro e
dominio) ndo apresentaram quaisquer amplificagdes em nenhuma das condigdes
testadas.

Os experimentos demonstraram que a eficiéncia de amplificagcado variou de
acordo com o gene alvo e com as condi¢cdbes empregadas. Esses resultados
evidenciam que a adicdo de Betaina 1M as reacdes com Pfu DNA polimerase foi
determinante para a obtencao de amplificagdes em genes que nao apresentaram
resultados positivos nas condi¢cbes padrao com Taq ou com outras adigcdes de co-
solventes. Além disso, observa-se que alguns genes (ex.: KP5) apresentam maior
facilidade de amplificacdo, enquanto outros (ex.: KP40 e KP62) se mostraram
refratarios, possivelmente em decorréncia de caracteristicas intrinsecas da
sequéncia, como elevado conteudo GC, presenca de estruturas secundarias estaveis

ou falhas no desenho dos primers.
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A utilizagao de aditivos como Betaina, DMSO e formamida é relatada de forma
recorrente como uma estratégia eficaz para contornar as limitagbes observadas na
amplificagdo de regides de DNA ricas em GC ou que apresentam estruturas
secundarias estaveis, frequentemente responsaveis por interromper a atividade das
DNA polimerases (Henke, 1997; Lorenz, 2012). Em moldes ricos em GC, a dificuldade
de separagao entre as duas fitas e a tendéncia de formacao de estruturas secundarias
que competem com o anelamento dos primers tornam a amplificagdo especialmente
desafiadora. Nessa perspectiva, a Betaina exerce um papel fundamental ao reduzir a
energia necessaria para a dissociacao das fitas de DNA (Rees et al., 1993), enquanto
o DMSO e a formamida contribuem de forma semelhante, promovendo a
desestabilizagdo das ligagdes de hidrogénio entre as fitas complementares e
favorecendo, assim, a progressao da reacgao (Geiduschek & Herskovits, 1961). Assim,
nao surpreende que genes como KP10 e KP29 tenham sido amplificados apenas na
condicao com Pfu + Betaina, evidenciando a relevancia desse aditivo para sequéncias
mais desafiadoras.

Além disso, é relatado que reacdes com baixo rendimento podem ter sua
eficiéncia aumentada quando séo adicionados intensificadores como Betaina (1 M),
DMSO (1-10%) ou formamida (1-10%). No entanto, deve-se considerar que
concentracdes elevadas destes compostos podem comprometer a atividade da Taq
DNA polimerase e possivelmente de outras polimerases, conforme observado por
Varadaraj e Skinner (1994). Dessa forma, fica evidente que a otimizacdo das
condi¢cdes de PCR precisa ser conduzida de maneira criteriosa, uma vez que o éxito
da amplificacdo depende nao apenas do desenho dos primers, mas também da
escolha adequada da enzima, do aditivo, dos parametros experimentais empregados

e de boas praticas de pipetagens.

Figura 10 — Visualizagao por eletroforese em gel de agarose (0,7%) do produto de
PCRs obtidos com Taq DNA Polimerase. Nos pocos de 2 a 16 correspondem as
amplificagdes bem-sucedidas dos genes e dominios selecionados com os primers
desenhados especificamente para cada alvo. Na canaleta 1 encontra-se o marcador
de peso molecular 1kb ladder (GoldBio). Na canaleta 2, branco da reagéo do gene
KP5; Canaleta 3, amplificagao do gene KP5 Gene inteiro (2.556 pb); Canaleta 4,
amplificagdo do gene KP5 dominio (642 pb); Canaleta 5, branco da reagao do gene

KP10; Canaleta 6, amplificagcdo do gene KP10 gene inteiro; Canaleta 7, amplificagéo
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do gene KP10 dominio; Canaleta 8, branco da reagao do gene KP21; Canaleta 9,
amplificacdo do gene KP21 gene inteiro (1.992 pb); Canaleta 10, amplificagao do
gene KP21 dominio (1.521 pb); Canaleta 11, branco da reagao do gene KP29;
Canaleta 12, amplificagdo do gene KP29 gene inteiro; Canaleta 13, branco da
reacao do gene KP62; Canaleta 14, amplificacdo do gene KP62 gene inteiro;
Canaleta 15, amplificacdo do gene KP62 dominio; Canaleta 16, nenhuma amostra

foi pipetada.
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Fonte: imagem obtida com o transiluminador Azure Biosystems C600.

Figura 11 - Analise por eletroforese em gel de agarose (0,7%) dos produtos de PCR
obtidos com a DNA polimerase Phusion Pfu. Na Canaleta 1 encontra-se o marcador
de peso molecular 1 kb ladder (Cellco). Na Canaleta 2, amplificagédo do gene KP5
gene inteiro (2.556 pb); Canaleta 3, amplificacao do gene KP21 gene inteiro (1.992
pb); Canaleta 4, amplificagdo do gene KP29 gene inteiro (2.652 pb); Canaleta 5,
amplificagdo do gene KP5 dominio (642 pb); Canaleta 6, amplificagdo do gene KP10
dominio (351 pb).
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Fonte: imagem obtida com o transiluminador Azure Biosystems C600.
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4 CONCLUSAO

Este trabalho reforga o potencial das despolimerases virais como ferramentas
inovadoras no combate a Klebsiella pneumoniae, um patogeno multirresistente de
grande relevancia clinica. A prospecc¢ao in silico identificou diferentes genes
candidatos, cuja modelagem estrutural revelou a presenga de dominios B-hélice e
regides putativas de ligagao a agucares, tipicas de despolimerases ja caracterizadas,
sugerindo forte potencial enzimatico contra polissacarideos capsulares. Apesar de
divergéncias entre as ferramentas utilizadas (DePP, PhageDPO e DepoScope), foi
possivel observar padrbes estruturais recorrentes em despolimerases de fagos
descritas na literatura, fortalecendo a escolha das sequéncias analisadas como
candidatas promissoras.

No ambito experimental, a amplificacdo dos genes mostrou-se desafiadora,
refletindo limitagdes também relatadas em estudos prévios de expressao heterdloga
de proteinas fagicas. Ainda assim, foram obtidos avangos concretos com a
amplificagdo bem-sucedida de alguns genes e dominios, consolidando as primeiras
etapas rumo a produg¢ao recombinante e futura avaliagao funcional. Observou-se que
a adicao de betaina associada a Pfu DNA polimerase foi determinante para superar
dificuldades de amplificacdo em sequéncias ricas em GC ou com estruturas
secundarias estaveis, ressaltando a importancia de ajustes finos nas condigcbes de
PCR.

Do ponto de vista terapéutico, os resultados obtidos sustentam a relevancia das
despolimerases como estratégias antiviruléncia, capazes de fragilizar a capsula
bacteriana, dispersar biofilmes e potencializar a agao de antibiéticos. Estudos prévios
ja demonstraram eficacia dessas enzimas em modelos animais, reduzindo a viruléncia
de K. pneumoniae e aumentando a suscetibilidade antimicrobiana, além de indicarem
efeito sinérgico quando combinadas a fagos.

Apesar dos avancgos, o trabalho apresenta limitagdes importantes. As analises
in silico, embora robustas, ndo substituem a validacdo experimental, e a
especificidade capsular das despolimerases pode restringir seu uso clinico. Além
disso, a escassez de dados sobre fagos de hospedeiros Gram-negativos em bancos
de treinamento pode explicar discrepancias preditivas, reforcando a necessidade de

ampliar essas bases para maior acuracia.
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A principal contribuicdo deste estudo foi o estabelecimento de um pipeline
integrado, combinando prospecc¢ao bioinformatica e validagdo experimental inicial,
capaz de priorizar genes promissores para etapas subsequentes. Em sintese, foram
identificadas e caracterizadas candidatas estruturais compativeis com
despolimerases funcionais, reforcando sua viabilidade como agentes antiviruléncia.
Para o futuro, sera essencial avangar em etapas de expressao heterdloga, purificagao
e ensaios funcionais, incluindo testes de sinergia com antibiéticos. Tais esforgos seréo
determinantes para consolidar as despolimerases como alternativas terapéuticas
promissoras no enfrentamento de infecgcbes hospitalares causadas por K.

pheumoniae.
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