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INTRODUÇÃO

As plantas, desde suas origens, são suscetíveis a
diferentes pressões bióticas e abióticas. Embora, não
apresente  um sistema de imunidade adquirida  como
ocorrem  nos  animais,  as  plantas  detém  barreiras
estruturais,  físicas  e  químicas  capazes  de  conferir
resistência  a  diferentes  pressões  ambientais
(MALINOVSKY;  FANGEL;  WILLATS,  2014;
ZEILINGER et al., 2016).

Dentre os mecanis químicos usados pelas plantas,
destacam-se as PR-proteínas (proteínas relacionadas
com a patogênese), cuja atividade enzimática destas
podem  ser  maximizadas  ou  induzidas  frente  a
situações de injúria, incluindo infecções causadas por
fungos fitopatogênicos e bactérias, ataques de insetos
fitófagos  e  vermes  fitonematóides  (SENTHILRAJA et
al., 2013; GARCÍA-CRISTOBAL et. al., 2015; JIANG, et
al.,  2015;  CHINNASRI et  al.,  2016),  além de fatores
abióticos como, o calor, o frio, o déficit  hídrico, entre
outros. Quitinases (EC 3.2.1.14), um importante grupo
de PR-proteínas, são glicosídeo hidrolases capazes de
clivar  ligações  covalentes  do  tipo  β-1,4  entre  os
resíduos de GlcNAc das cadeias que formam a quitina

(RATHORE;  GUPTA,  2015).  A  quitina  é  um
componente  natural  presentes  em diversas  espécies
consideradas nocivas as plantas e, por essa razão, um
alvo molecular de quitinases, resultando em um eficaz
mecanismo de defesa químico contra seus predadores
(SYTWALA; GÜNTHER; MELZIG, 2015).

Em  muitas  espécies  de  plantas  de  interesse
econômico, incluindo a Cucumis melo (WITMER et al.,
2003), foram isoladas e caracterizadas diferentes PR-
proteínas,  incluindo  quitinases.  Dois  genes  que
codificam  quitinases  foram  previamente  isolados  e
caracterizados em sementes em desenvolvimento de
C. melo (WITMER et al.,  2003). Estas duas enzimas
foram denominadas  Cmchi1 (Quitinase 1 do Cucumis
melo)  e  Cmchi2 (Quitinase  2  do  Cucumis  melo),
agrupadas nas classes III  e classe II  das quitinases,
respectivamente.  Em relação  à  quitinase Cmchi2,  foi
demonstrada a presença de uma única cópia gênica
no genoma da planta  C. melo, empregando a técnica
de  southern  blotting,  sendo  este  gene  expresso  em
radículas,  sementes  durante  a  germinação  e,  em
raízes  de  plantas  maduras  (WITMER,  et  al.,  2003),
portanto, esta proteína deve fazer parte do conjunto de
proteínas    responsáveis   pela   atividade   qutinolítica

As quitinases (EC 3.2.1.14) são proteínas enzimáticas capazes de degradar quitina, um biopolímero vastamente 
abundante na natureza. A quitina é um importante componente estrutural presente em insetos, nematódeos, fungos e 
outras pragas e patógenos de plantas e de animais. A Cmchi2 (uma quitinase) foi previamente identificada na planta 

Cucumis melo (L.). Estudos adicionais realizados demonstraram que essa enzima apresentou atividade contra um 
análogo de quitina. No entanto, os autores não realizaram maiores estudos sobre o modo/velocidade de atividade 
desta molécula. A fim de melhorar a caracterização da Cmchi2, o presente estudo buscou explorar as diversas 

propriedades físicoquímicas, bioquímicas e estruturais desta enzima e o modo como essa degrada polímeros de N-
acetil-β(1-4)-D-glicosamina a partir de previsões computacionais.

Chitinases (EC 3.2.1.14) are enzymatic proteins capable of degrading chitin, a biopolymer vastly abundant in nature. 
Chitin is an important structural component present in insects, nematodes, fungi and other pests and pathogens of 
plants and animals. Cmchi2 (a chitinase) was previously identified in the Cucumis melo (L.) plant. Additional studies 

have shown that this enzyme showed activity against a chitin analogue. However, the authors did not conduct further 
studies on the mode/speed of activity of this molecule. In order to improve the characterization of Cmchi2, the present 

study sought to explore the physicochemical, biochemical and structural properties of this enzyme and how it 
degrades N-acetyl-β(1-4)-D-glucosamine polymers using computational simulations.
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durante o desenvolvimento  das  sementes  do melão.
A  Cmchi2 foi  expressa  em  bactérias  e  o  produto

recombinante foi purificado. Quando testada in vitro contra
glicol-quitina (substrato) a enzima foi capaz de degradar
(WITMER et al., 2003). Os autores mencionaram este fato
como uma justificativa para investigar melhor o potencial
defensivo da  Cmchi2 em ensaios de inibição de fungos.
Neste  trabalho  foi  realizada  uma  análise  sistemática,
utilizando uma abordagem computacional com o objetivo
de  melhor  caracterizar  a  Cmchi2 de  acordo  com  suas
propriedades  bioquímicas,  físicas  e  químicas.  Por  fim,
uma  compreensão  mais  detalhada  sobre  os  aspectos
estruturais e moleculares envolvendo a interação entre a
quitinase  Cmchi2 e  moléculas  de N-acetil-β(1-4)-D-
glicosamina (monômero de quitina) empregando estudos
de docking molecular, foi obtida.

MÉTODOS

Obtenção e análise de sequências da Cmchi2

A  sequência  de  aminoácidos  da  enzima  Cmchi2
(Acesso no GenBank Nº AF241267) foi obtida em arquivo
em extensão .fasta a partir  da base de dados do NCBI
(National Center for Biotechnology Information), localizado
na  página  on  line http://www.ncbi.nlm.nih.gov/.  Para
caracterizar  a  presença ou  ausência  de  peptídeo  sinal
(PS)  na  sequência  de  aminoácidos  da  Cmchi2,  foi
empregado o servidor SignalP 4.1 Server (PETERSEN et
al.,  2011).  A sequência da proteína madura obtida após
avaliação pelo servidor SignalP foi utilizada nas análises
adicionais.

Caracterização física e química da Cmchi2

Dentre  as caracterizações  físicas   e  químicas  da
proteína madura  (Cmchi2),  procurou-se  obter  dados
referentes  ao  peso  molecular  teórico  (Mr),  ponto
isoelétrico (pI),  índice de instabilidade (II)  e  o índice de
hidropaticidade média (Grand Average of Hydropathicity -
GRAVY)  utilizando  o  servidor  Expasy  ProtParam  Tool
(GASTEIGER et al., 2005). 

Para prever a presença de pontes dissulfeto foi usado
o  servidor  DiANNA 1.1  Web  Server  (FERRÈ;  CLOTE,
2006).

Análise de domínio

A fim  de  determinar  o  domínio  proteico  inerente  à
quitinase  Cmchi2,   a   sequência  em  extensão  .fasta  foi
submetida  ao  servidor:  CDD  –  Conserved  Domains
Database and  Resources  (MARCHLER-BAUER  et  al.,
2015).

Modelagem e análise da estrutura 3D da Cmchi2

Construção do modelo e refinamento

 O  servidor  Phyre2 -  Protein  Homology/analogY
Recognition  Engine  V  2.0  (KELLEY,  et  al.,  2015),  foi
utilizado para  construir  o  modelo  teórico  da  quitinase
Cmchi2. A estrutura teórica obtida foi refinada utilizando o
software Coot 0.8.1 (EMSLEY et al., 2010), e  a  qualidade
geral  da  estrutura  obtida  foi  melhorada  a  partir  da
minimização  de  energia  utilizando  o  servidor  Galaxy
Refine (KO et al., 2012; SHIN et al., 2014).

Avaliação do modelo

A  qualidade  global  do  modelo  da  Cmchi2,  após
refinamento  e  minimização  energética,  foi  avaliada
utilizando os servidores: ProSA-Web –  Protein Structure
Analysis (WIEDERSTEIN;  SIPPL,  2007),  MolProbity
(CHEN et al., 2010), ERRAT (COLOVOS; YEATES, 1993)
e Verify3D (LÜTHY; BOWIE; EISENBERG, 1992).

Estudo de Docking molecular 

O modelo  final  da  quitinase  Cmchi2 foi  submetido  à
análise de interação com moléculas de quitina (oligômero
de  4  unidades  de  N-acetil-β(1-4)-D-glicosamina).  A
estrutura  da  quitina  foi  obtida  com  auxílio  do  software
ChemSpider (http://www.  chemspider.com  ).  As  interações
entre  Cmchi2  e a quitina foram simuladas  pelo  software
AutoDock Vina v. 1.1.2 (TROTT; OLSON, 2010).

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Análise da sequência primária

A análise da estrutura primária da Cmchi2, utilizando o
servidor SignalP 4.1  (PETERSEN et al.,  2011),  mostrou
que a proteína possui 272 aminoácidos de comprimento
total,  e um peptídeo sinal N-terminal de 23 aminoácidos
que  é  clivado  para  formar  o  polipeptídio  maduro  (249
resíduos de aminoácidos).

Os dados sugerem a presença de um sítio de clivagem
entre os resíduos Ser23 e Ser24, com um S-score de 0.966
e uma pontuação de discriminação de 0.727 (Figura 1).

Propriedades físico-químicas

A  análise  de  uma  sequência  polipeptídica  pode
fornecer muitas informações importantes sobre a estrutura
e as propriedades de uma proteína, resultando em uma
melhor  compreensão  das  suas  funções  bioquímicas  e
celulares. A família das quitinases se caracteriza por um
grupo  diverso  de  enzimas  que  diferem  em  atividades
enzimáticas,  sequência  primária,  ponto  isoelétrico (pI) e
localização  subcelular  (MEINS et  al.,  1994),  bem como
outras características estruturais, tais como o domínio de
ligação à quitina e uma sequência na região  C-terminal
que ajuda a manter a topologia geral do principal domínio
catalítico (HAMEL et al., 1997).

Após  exaustiva revisão bibliográfica foi observado que
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não  existem  informações  significativas  sobre  as
propriedades  físico-químicas  ou  sobre  o  modo  como  a
quitinase  Cmchi2 interage com a quitina. Por essa razão,
as  características  físico-químicas  incluindo,  o  peso
molecular (Mr), o ponto isoelétrico teórico (pI), o índice de
instabilidade e o índice de hidropaticidade média (GRAVY)
da  enzima  Cmchi2 foram  analisados,  empregando  o
servidor ProtParam tool.

A análise in silico revelou que a enzima Cmchi2 possui
massa   molecular  de  30,099  kDa  (WITMER  et  al.,
2003),  enquanto  que a  proteína  madura  (sem peptídeo
sinal)  detém  massa  molecular  prevista  de  27,53  kDa,
massa quase idêntica a outras quitinases da família GH19

em plantas,  tal  como  Rhododendron irroratum  (27  kDa)
(ZHA,  et  al.,  2016).  Além disso,  Cmchi2 é  caracterizada
como  uma  proteína  básica,  devido  ao  seu  ponto
isoelétrico (pI 9.32). Este valor de pI está de acordo com o
pI obtido no trabalho de Witmer et al. (2003). As quitinases
ácidas e básicas estão presentes em várias culturas de
plantas,  incluindo:  Arabidopsis  thaliana (SAMAC  et  al.,
1990),  Capsicum  annuum (GARMENDIA;
AGUIRREOLEA;  GOICOECHEA,  2006)  e  Sporisorium
scitamineum (SU  et  al.,  2015).  No  melão  a  quitinase
Cmchi1 é uma proteína ácida, enquanto que a  Cmchi2 é
básica (WITMER et al., 2003; JÚNIOR et al., 2017).

O  índice  de  instabilidade  fornece  uma  estimativa
indireta  da  estabilidade  metabólica  de  uma  proteína
(GURUPRASAD; REDDY; PANDIT, 1990).  Este índice é
baseado em uma escala de estabilidade em que valores
inferiores  a  40  podem  ser  considerados  como  uma
proteína  classificada  como  estável  enquanto  que  os
valores superiores a 40 preveem que a proteína pode ser
instável (GURUPRASAD; REDDY; PANDIT, 1990). 

Com base nessa análise Cmchi2 pode ser considerada
uma  proteína  estável,  pois  seu  índice  de  instabilidade
mostrou um valor de 29.47 (<40). O valor de GRAVY para
um peptídeo ou proteína é calculado como a soma dos
valores de hidropatia de todos os aminoácidos divididos
pelo número total de resíduos na sequência. O valor de
GRAVY (-0.403) obtido para a quitinase  Cmchi2,  sugere
que  essa  possui  alta  possibilidade  de  interações  com
moléculas  de  água  sendo,  portanto,  uma  molécula
hidrofílica.

Em relação à estabilidade térmica a  Cmchi2 pode ser
considerada como uma proteína estável. É possível que a
estabilidade  térmica  da  quitinase  Cmchi2  seja  em parte
devido presença de ligações dissulfeto. A fim de identificar
possíveis  ligações  dissulfeto  na estrutura  da  Cmchi2 foi
utilizado o servidor DiANNA (FERRÈ; CLOTE, 2006), os
resultados obtidos indicaram a existência de 4 interações
envolvendo  cisteínas  (CyS-SCy),  sendo  os  resíduos
(Cys27-  Cys91);  (Cys102-Cys110);  (Cys173-Cys227)  e  (Cys208-
Cys240).  De  acordo  com  o  servidor  CDD  (MARCHLER-
BAUER et al., 2015), a Cmchi2 pertence à família 19 das
Glicosil Hidrolases (GH19), indicado pelo E-value de 1.53e-

134.

Modelo  de  construção,  refinamento  e  avaliação
estereoquímica

A  modelagem   computacional   de   proteínas  tem
sido considerada mais confiável quando existe uma clara
relação evolutiva (homologia)  entre uma sequência alvo
da  proteína  em  análise  e  estruturas  proteicas  já
armazenadas  e  disponíveis  em  bancos  de  dados  de
estrutura de proteínas. A fim  de  obter um  modelo  3D  da
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Figura 1. Predição de peptídeo de sinal utilizando a ferramenta on line SignalP 4.1. Sequência do peptídeo sinal
sublinhada.  A presença do sítio  de clivagem entre  resíduos Ser23 e  Ser24 identificado pelo  triângulo  invertido
vermelho.
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quitinase  Cmchi2, foi usando o servidor Phyre2 (KELLEY,
et  al.,  2015),  e  a  qualidade  da  estrutura  prevista  foi
analisada pelo servidor MolProbity (CHEN, et al., 2010).

Após a análise da qualidade da estrutura foi observado
que 95,02% dos aminoácidos encontravam-se distribuídos
em  regiões  mais  favorecidas  ou  regiões  permitidas
dográfico de Ramachandran (Figura 2). Para melhorar o
modelo 3D da  Cmchi2, uma etapa de otimização foi feita
usando o software Coot 0.8.1 (EMSLEY et al., 2010) para
reorganizar  os  aminoácidos  Asp4,  Asp99 e  Lys107 em
regiões permitidas do gráfico de Ramachandran.

Em seguida, o modelo final de Cmchi2 foi submetido à
minimização  de  energia  usando  servidor  Galaxy  Refine
(KO et  al.,  2012;  SHIN  et  al.,  2014).  O  Galaxy  Refine
executa o refinamento na estrutura geral (TERWISSCHA;
HENNIG;  DIJKSTRA,  1996).  O  método  leva  em
consideração o padrão geral do modelo da proteína inicial
e então executa o refinamento da estrutura com base em
um teste de distância global  de alta precisão (GDT-HA)
(ZEMLA, 2003)  seguido  por  um  teste de distância global

de  cadeia  lateral  (GDC-SC)  (KEEDY  et  al.,  2009)  e,
finalmente, para a correção física, o  software  faz uso da
pontuação  MolProbity (CHEN et al.,  2010) (Figura 2).  A
qualidade geral do modelo (Z-score), o fator de qualidade
geral e a pontuação média de 3D-1D do modelo  Cmchi2,
foram  avaliadas  usando  os  servidores  ProSA-Web,
ERRAT,  Verify3D,  respectivamente.  Empregando  o
servidor  Protein  Structure  Assessment  (ProSA-Web)
(WIEDERSTEIN;   SIPPL,  2007),  obteve-se  um  valor  Z-
score de -  7,78 (ponto  preto  -  Figura 3A).  A Figura 3B
mostra a qualidade do modelo com base na energia global
de  estrutura.  De  acordo com esse resultado,  o  modelo
Cmchi2 pode  ser  classificado  como um modelo  de  boa
qualidade, sendo classificado com base em uma série de
escores  tipicamente  de  quitinases  com  conformações
nativas e tamanhos semelhantes (200 a 300 resíduos de
aminoácidos),  nos  quais  as  estruturas  tridimensionais
foram  resolvidas  por  Ressonância  magnética  nuclear
(WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007).

As   interações  não   ligadas  entre  diferentes  átomos
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Figura 2. Gráfico de Ramachandran (MolProbity) trando os ângulos diedros (  e θ) dos aminoácidos da ɸ Cmchi2,
antes e após otimização e minimização de energia. Os resíduos localizados nas regiões favorecidas (97,98%) são
trados em curvas azuis claras e os resíduos localizados nas regiões permitidas (99%) estão em curva azul escuro
(Após refinamento e minimização de energia).
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foram  analisadas  por  ERRAT  (COLOVOS;  YEATES,
1993). O fator de qualidade global para o modelo Cmchi2
foi  de  95.816%  (Figura  4).  Esse  valor  sugere  que  o
modelo  previsto  pode  ser  considerado  de  qualidade
aceitável, de acordo com a escala de limite de confiança
ERRAT (<95%). Os resultados Verify3D (LÜTHY; BOWIE;
EISENBERG, 1992) para o modelo Cmchi2 revelaram que
100%  dos  resíduos  de  aminoácidos  tinham  uma
pontuação 3D-1D média superior a 0,2 o que indica um
modelo  bem  construído  com  todos  os  resíduos
posicionados  na  sua  conformação dobrada (Figura 5). O

 

modelo  final  foi  depositado  no  PMDB  -   Protein  Model
Database  sob  o  número  de  acesso  PM0080964
(https://bioinformatics.cineca.it/PM_DB/). O  Modelo  final
refinado  e  com  energia  minimizada  pode  ser  visto  na
figura 6.

Estudo de Docking molecular

A  quitinase  do  melão,  Cmchi2,  foi  inicialmente
estudadapelo Witmer e colaboradores (2003). Uma versão
recombinante da enzima foi expressa e purificada a partir
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Figura 4. Análise geral da qualidade do modelo Cmchi2 de acordo com o servidor ERRAT. As regiões menos 
favorecidas são sombreadas em preto e as regiões mais favorecidas são em branco. O método de avaliação de 
ERRAT retornou um valor de 95.816% para a estrutura prevista da Cmchi2. Estes dados sugerem um modelo de 
boa qualidade com base nos scores estabelecidos pelo servidor.

Figura 3. Análise do servidor Protein Structure Assessment (ProSA-web). O Z-score (-7,78) da Cmchi2 localizado
na faixa de valores comumente encontrados para proteínas PDB, cujas estruturas foram determinadas por RMN
(região azul escuro) e cristalografia de raios X (região azul claro). Observe o ponto preto no gráfico que representa
o  Z-score  da  Cmchi2 (A).  A análise  ProSA-Web  tra  que  todos  os  resíduos  de  aminoácidos  da  Cmchi2 são
distribuídas no interior da região negativa do gráfico (B). Tomados em conjunto, estes resultados sugerem que o
modelo Cmchi2 aqui proposto é de alta qualidade e confiança.
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de  bactérias.  Além  de  ser  uma  autêntica  quitinase,  a
proteína  recombinante  parece  ser  capaz  de  hidrolisar
adequadamente  a  glicol-quitina,  um  substrato  potencial
para este tipo de enzima. Com base nessas informações,
foi desenvolvido um estudo de  docking molecular com o
objetivo  de  elucidar  as  propriedades  moleculares  que
justificam o mecanismo de interação da Cmchi2 usando o
modelo 3D predito e refinado com o ligante (GlcNac)4.

O primeiro passo no estudo de acoplamento consistiu
na  busca   dos   resíduos de aminoácidos  responsáveis
pela interação entre  Cmchi2 e a quitina. Além do fato de
que a Cmchi2 parece ser capaz de interagir corretamente
com a quitina (WITMER et al., 2003), embora não exista
uma sequência de resíduos de aminoácidos conservados
localizados no sítio de quitinases GH19, é relatado apenas
a  existência  de   resíduos   aromáticos  nesta  região,  de

acordo  com  a  base  de  dados  CAZypedia
(https://www.cazypedia.org/index.php/Glycoside_Hydrolas
e_Family_19#Catalytic_Residues).  Acredita-se que sejam
apenas  dois  resíduos  de  glutamatos  que  atuam  na
catálise  da  quitina.  Embora,  as  informações  estruturais
sejam  ainda  limitadas,  existe  considerável  apoio  à
hipótese  de  que  um Glu  localizado  na  extremidade  da
terceira hélice alfa (Glu67 na enzima da cevada), a partir da
região N-terminal, atua como catalisador ácido geral. Um
segundo  Glu,  em  uma  região  de  alça  não  conservada
(Glu89 na quitinase da cevada) atua como base da catálise
geral  (HART,  et  al.,  1993;  ANDERSEN,  et  al.,  1997;
HOELL, et al., 2006; HUET, et al., 2008). Ademais, pelo
menos  dois  resíduos  carregados  (Glu203 e  Arg215 na
quitinase da cevada) são cruciais para a catálise, juntos
formam uma tríade com o ácido glutâmico Glu67  (OHNISH
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Figura 5. Verificação do gráfico 3D do modelo Cmchi2. O eixo vertical representa a pontuação média do perfil 3D-
1D para os resíduos numa janela deslizante de 25 resíduos. O eixo horizontal representa o número de resíduos na
sequência primária da proteína. Os primeiros e os últimos 11 resíduos da sequência primária não são submetidos
a análise.  De  acordo  com o  gráfico,  a  estrutura  da  Cmchi2 não mostra  erro  na  distribuição  de  resíduos de
aminoácidos ao longo do espaço tridimensional.

Figura 6. Mapa de potencial eletrostático mostra diferenças na distribuição da carga superficial ao longo da 
estrutura Cmchi2. Imagem especular da Cmchi2: 180º rotação em torno do seu eixo longitudinal.
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et al., 2005). Surpreendentemente, Cmchi2 apresenta uma
mutação no aminoácido X73 (X aqui representado por Asp),
tal  aminoácido  deveria  ser  equivalente  ao  Glu67 na
quitinase da cevada.  A  presença  na  quitinase Cmchi2 do

melão, de um Asp73, localizado onde deveria ser um Glu
na maioria  das  quitinases  ativas  de plantas,  indica  que
essa  enzima  possa  expressar  menor  atividade
quitinolítica,  quando   comparada  com  outras  quitinases
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Figura 7. Alinhamento múltiplo das sequências de aminoácidos de três quitinases da família 19 (GH19) da glicosil
hidrolases de plantas: 3CQL, 4DWX e Cmchi2 empregando o servidor Clustal-Ω. Os aminoácidos envolvidos com
a catálise estão indicados pelos triângulos investidos (pretos).

Figura 8. Uma visão geral da interação molecular entre a Cmchi
2 
e (GlcNac)

4
. 
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cuja  pres ença deste Glu é conservada. Por outro lado, a
Cmchi2 possui umsegundo Glu95, equivalente ao Glu89 na
quitinase da cevada, que funciona como base da catálise
ácida.  Ademais,  outros  dois  aminoácidos  muito
importantes para a atividade quitinásica são conservados
na  Cmchi2 (Glu207   na   e Arg219),  correspondentes  aos
aminoácidos Glu203 e Arg215 quitinase  da  cevada.  Além
disso,  quando  a mesmaregião (sítio ativo) foi analisada
nas sequências das quitinases  utilizadas  como  moldes,
ID PDB: 3CQL e  4DWX por meio de um alinhamento de
sequências  múltiplas  utilizando  o  servidor  Clustal-Ω
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa  /clustalo/),  foi  observado
que a  Cmchi2 foi  à única proteína que não conservou o
primeiro Glu, como indicado  na   figura  7,   indicado  pelo
primeiro  triângulo  invertido (preto). Além do fato de que
Cmchi2 tem  uma  mutação  por  substituição  no  primeiro
resíduo de aminoácido do sítio conservado da quitinase,
estudos  de acoplamento  revelaram que a  enzima pode
realizar uma interação ótima com o substrato. Um total de
10  simulações  foram  realizadas  em  que  a  ligação  de
(GlcNac)4  ao  local  ativo  da  Cmchi2 foi  examinada.  O
melhor valor de interação foi  E-value = - 8,3  kcal.mol-1.
Este resultado demonstrou que os aminoácidos do local
ativo  da  Cmchi2 estavam  propensos  a  interagir  com
moléculas  de (GlcNac)4 (Figura  8).  Observou-se  ainda
distância  (Å)  compatível  entre  o  ligante  (GlcNac)4 e  a
enzima.  Dessa  forma,  este  trabalho  teve  as  seguintes
conclusões:  1)  A mutação  do  Glu73 para  Asp73 e  2)  A
distância compatível com aminoácidos da enzima Cmchi2
pode nos dar uma visão molecular que explica atividade
parcial possível, razão pela qual essa enzima carece de
maiores informações sobre sua atividade quitinolítica.

CONCLUSÃO

Um modelo 3D da quitinase da planta  Cucumis melo
L., Cmchi2, foi construído neste trabalho usando o método
de modelagem molecular baseado em duas estruturas de
quitinases  depositadas  no  banco  de  dados  PDB.
Diferentes  ferramentas  da  bioinformática  demonstraram
que  Cmchi2  é uma típica  quitinase de planta  da família
(GH19)  que  compartilha  as  mesmas  propriedades  físico-
químicas  que  outras  quitinases  conhecidas  de  plantas.
Entretanto, alterações particulares no motivo catalítico da
Cmchi2 foram  investigadas  em  profundidade  utilizando
ferramentas  de  docking  molecular.  Este  estudo  revelou
que a enzima  Cmchi2 pode possuir uma dificuldade para
clivar  quitina  (GlcNac)4,  devido  a  uma  mutação  por
substituição  (Glu73 por  um Asp73),  embora  as  distâncias
sejam  possíveis  para  uma  interação  entre  enzima  e
substrato.  Dessa  forma,  estes  resultados  sugerem  que
Cmchi2 é  uma clássica  quitinase de planta  (GH19)  que
potencialmente  pode  não  ser  muito  ativa  contra  o  seu
substrato mais comum, o polímero de quitina.
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