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RESUMO

Desenvolvimento e padronizacdo de um sistema de autoinducdo da expressao génica em
Bacillus subtilis

Os métodos de inducdo da expressao génica disponiveis para linhagens bacterianas envolvem
a adicdo de compostos indutores ao meio de cultura (por exemplo, isopropil B-D-1-
tiogalactopiranosideo, xilose e arabinose), o que é indesejavel para linhagens industriais, pois
encarece 0 processo produtivo. Ja a utilizacdo da expressdo constitutiva, alternativa a inducéo,
pode ocasionar stress metabolico durante a fase lag de crescimento quando sdo utilizados
promotores fortes. O objetivo do trabalho foi construir e padronizar um novo modelo de
indugdo da expressdo génica para linhagens bacterianas industriais. O novo modelo de
autoinducdo baseado no sistema de quorum-sensing bacteriano, permitindo que a célula se
automonitore e induza a expressdo génica durante a fase exponencial de crescimento,
eliminando assim nédo sé a necessidade de adi¢do de composto indutor como a necessidade de
monitoramento da densidade celular pré-inducdo. Realizou-se amplificagdo e clonagem dos
genes luxR e luxl, com e sem caudas de histidina, e suas respectivas sequéncias regulatorias
de Aliivibrio fischeri, em plasmideo contendo os genes responsaveis pela bioluminescéncia ou
fluorescéncia com cddons otimizados para Bacillus subtilis. Em seguida, foi realizada
transformacéo e a integracdo do plasmideo no cromossomo de B. subtilis. A funcionalidade
do sistema foi avaliada em diferentes etapas de crescimento microbiano com o auxilio de um
leitor de microplacas durante intervalos regulares. O sistema de autoindugdo mostrou-se
funcional em B. subtilis, com inducdo acentuada da expressdao do gene reporter, disposto
downstream ao promotor Plux, durante a fase exponencial de crescimento. Verificou-se ainda
qgue a insercdo do sistema baseado no quorum-sensing ndo afetou o crescimento do
microrganismo significativamente. Foram desenvolvidas e testadas dez otimizagdes do
sistema inicial, com alteracdes na sequéncia do promotor Plux. Através dessas otimizacgdes,
construimos linhagens com diferentes niveis de expressdo do sistema de autoinducdo e forca
do promotor varidvel. Ao caracterizar os sistemas, foi constatado alto nivel de modularidade,
podendo ser utilizados em diferentes linhagens de B. subtilis, diferentes contextos genéticos e
para a producdo de diferentes produtos. O modelo de inducdo desenvolvido se mostrou
funcional e modular e podera ser adaptado a diferentes espécies e compostos, configurando
uma nova ferramenta para a biologia sintética.

Palavras-chave: Quorum-sensing. Sistema lux. B. subtilis. Biologia sintética. Expresséo
génica.



ABSTRACT

Development and standardization of a gene expression system autoinductor in Bacillus
subtilis

Current methods available for the autoinduction of gene expression in genetically engineered
bacterial strains require addition of inducing compounds to the culture medium (e.g. Isopropyl
-D-1-thiogalactopyranoside, xylose, and arabinose), which is undesirable for industrial
strains due to additional costs to the production process. Alternatively, constitutive gene
expression is employed. However, the later can possibly cause metabolic stress during the lag
growth phase if strong promoters are employed. The objective of this work was to construct
and to standardize a new model for induction of gene expression in industrial bacterial strains.
The new model is based on an autoinduction process triggered by the bacterial quorum-
sensing system. It allows the cell to monitor itself and induce its own gene expression during
the exponential growth phase, thereby eliminating both the need for an external inducing
compound and the need for monitoring pre-inducing cell density. Bacterial cultures were
grown in rich media, supplemented or not with antibiotics. Amplification and cloning of luxR
and luxl genes, with and without histidine tags, and their respective regulatory sequences of
Aliivibrio fischeri, were performed on a plasmid containing the genes responsible for
bioluminescence or fluorescence with codons optimized for Bacillus subtilis. Next,
transformation and integration of the plasmid into the B. subtilis chromosome were
performed. The functionality of the system was evaluated at different stages of microbial
growth, by luminescence or fluorescence measurement at regular intervals, using a microplate
reader. The autoinduction system promoted accentuated induction of reporter gene expression
located downstream of the Plux promoter during the exponential growth phase. It was also
found that the insertion of the quorum-sensing system did not significantly affect the
microorganism growth. Ten variations of the autoinduction system were generated and tested,
which consisted of optimizations of the Plux promoter. Through the optimizations, we
constructed strains showing a range of gene expression fold change and an array of promoter
strengths. The constructed autoinduction systems show high level modularity, as they are
functional in different strains of B. subtilis, in different genetic contexts and can efficiently
control the production of different products. The developed induction model proved to be
functional and modular, and it could be adapted to different species and compounds,
configuring a new tool for synthetic biology.

Keywords: Quorum-sensing. Lux system. B. subtilis. Synthetic biology. Gene expression.
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1 INTRODUCAO

1.1 Producéo heterdloga de proteinas em Bacillus subtilis

Producdo heter6loga de proteinas significa fazer com que a célula expresse
proteinas, ndo sintetizadas anteriormente, a partir de genes de outro organismo. Além da
producdo dessas proteinas também é necessario torna-las funcionais.

As proteinas recombinantes podem ser produzidas por diferentes hospedeiros, tais
como: células de mamiferos, leveduras, bactérias, sendo estas Ultimas 0 meio de expressdo
de proteinas heterélogas mais utilizado (PEREIRA, 2009).

A producéo heterdloga de proteinas em Bacillus subtilis € interessante por muitas
razdes: B. subtilis foi uma das primeiras bactérias estudadas, chamado inicialmente de
Vibrio subtilis em 1835 e renomeado B. subtilis em 1872, é um dos mais bem
caracterizados organismos bacterianos; tem sua segurangca comprovada, sendo classificado
como GRAS (generally recognized as safe), de acordo com a FDA americano (Food and
Drugs Administration); tem a capacidade de secretar grandes quantidades (gramas por litro)
de proteina diretamente no meio de crescimento; sdo facilmente cultivaveis (NCBI, 2017;
HARWOOD, 1992; WONG, 1995). Além disso, novas técnicas para padronizacdo de
partes bioldgicas estdo sendo desenvolvidas pela biologia sintética para este microrganismo
(RADECK et al., 2013).

Cepas derivadas de B. subtilis que carregam sequéncias especificas no seu
cromossomo para insercdo de plasmideos sdo coletivamente chamadas ‘BGM (Bacillus
genome) vectors’ (ITAYA et al., 2000).

Apdbs a descoberta do B. subtilis 168 que exibe competéncia natural, essa bactéria
tem sido intensamente considerada para ser um organismo modelo ideal e um hospedeiro
robusto para estudar diversos mecanismos basicos, tais como metabolismo, regulacdo
génica, diferenciacdo bacteriana, e aplicacdo para propositos industriais, tais como
expressdo de proteinas heterdlogas e a superproducdo de um conjunto de moléculas
bioativas (CUI et al., 2018).

Como uma bactéria ndo-patogénica e livre de endotoxina, B. subtilis esta atraindo
um grande interesse em pesquisadores que procuram explorar sua poderosa capacidade de
producdo e secrecdo de proteina, especialmente vérias proteinas de alto valor agregado
(CUI, etal., 2018).
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1.2 Sistema lux de Aliivibrio fischeri

Muitas bactérias desenvolveram mecanismos de controle quando em comunidades
(col6nias, consdrcios ou biofilmes) para somente regular a expressdo de genes especificos
quando as densidades celulares e condi¢bes ambientais sdo favoraveis. Esta comunicacéo €
chamada de quorum-sensing (sensor de quorum) (QS), e foi descoberta pela primeira vez
na bactéria Gram negativa Aliivibrio fischeri (SHADEL et al., 1990).

A. fischeri é um simbionte especifico em 6rgdos luminescentes de certos peixes
marinhos e lulas e é também encontrado de forma livre na 4gua do mar. Essa bactéria foi
isolada pela primeira vez de 6rgdos luminescentes da lula havaiana (Euprymna scolopes).
No ambiente do érgdo luminescente, A. fischeri atinge alta densidade celular (10%°-10™
células por mL) e € luminescente, e em agua do mar as espécies dessa bactéria sdo
encontradas em menos de 100 células por mL. As concentra¢cdes de autoindutores ndo
podem se acumular em densidades baixas como ocorre na agua do mar, e assim A. fischeri
ndo deve ser luminescente no seu estado de vida-livre. Portanto, a autoinducédo pode ser
vista como um sistema de sinalizacdo celular especifico de espécies que permite que A.
fischeri discrimine entre o seu estado vida-livre, baixa densidade celular, e o0 seu estado de
alta densidade celular, associado ao hospedeiro, fornecendo assim a ativacao dos genes de
luminescéncia durante essa associacdo (FUQUA et al., 1996).

Os genes responsaveis pela producdo de bioluminescéncia em A. fischeri sdo
compostos de dois operons, operon left ou esquerdo (OL) e operon right ou direito (OR).
OL contém o gene luxR codificando um ativador transcricional do sistema. OR contém sete
genes (lux operon) seguidos por um terminador transcricional (STEVENS; DOLAN;
GREENBERG, 1994).

O lux operon contém luxl seguido por cinco genes que sdo requeridos para
producédo de luz (luxABCDE) e um gene adicional de funcdo desconhecida (luxG). Os
genes luxA e luxB codificam as subunidades a e 3 da luciferase. Os genes luxC, luxD e luxE
codificam os componentes de uma redutase acida que converte a longa cadeia de acidos
graxos do acido tetradecandico em um substrato aldeido de acido graxo (tetradecanal) para
a producéo de luz pela enzima luciferase. O gene luxl codifica a enzima (autoindutor acyl-
homoserine lactone synthase) que produz a molécula sinal do quorum-sensing 3-0xo-C6-
HSL (acyl-homoserine lactone - AHL). O single gene transcrito na direcdo oposta, luxR,
codifica a ativacdo para o sinal da transcricdo do operon luxICDABEG (FUQUA;
GREENBERG, 2002).
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Quando os niveis do livremente difusivel AHL atingem um limiar de concentracao,
esta molécula se liga ao dominio N-terminal da proteina LuxR e ativa o dominio C-terminal
da proteina de ligacdo com a lux box. A lux box é uma regido de DNA com 20 pb na regido
promotora do DNA e é localizada upstream ao sitio de inicio transcricional do
luxICDABEG operon. A ligagdo do complexo 3-ox0-C6-HSL-LuxR a lux box facilita a
ligacdo entre RNA polimerase a regido promotora do luxICDABEG, levando a melhoria da
transcricao e producdo de bioluminescéncia (YAN et al., 2007).

A ativacdo transcricional requer a presenca de uma sequéncia de 20 pares de bases
de repeticdo na lux box na posicdo centrada de 42.5 bases upstream do inicio
transcripcional do operon lux (EGLAND; GREENBERG, 2000).

O promotor direito da fraca expressdo constitutiva dos genes downstream. Como
Luxl (em contraste com o LuxR) é codificado no Operon lux, o sistema contém um
feedback positivo. O operon constitutivamente produz o autoindutor em quantidades
baixas. Se a célula aumenta a densidade, o loop de feedback positivo é induzido, resultando
em um aumento da producdo de autoindutor por celula (KUTTLER; HENSE, 2008). A
regulacao do operon lux de A. fischeri tem sido intensivamente estudado como um modelo
para quorum-sensing em proteobacteria (QUIN et al., 2007).

Os autoindutores sdo moléculas pequenas produzidas pelas células bacterianas.
Estas moléculas atravessam as células, algumas por simples difusdo, e se acumulam no
ambiente em quantidade proporcional ao crescimento celular. Por meio do mecanismo de
QS, a bactéria é capaz de detectar a concentracdo de autoindutores e desta maneira perceber
0 tamanho da populacdo. A partir de uma determinada concentracdo limite dos
autoindutores, estes sinais servem de co-indutores e passam a regular a transcricdo de
genes-alvo, sendo que os produtos de transcricdo garantem, presumivelmente, alguma
vantagem para a célula bacteriana (RUMJANEK et al., 2004). A concentracdo extracelular
dos autoindutores depende da densidade celular presente (KUTTLER; HENSE, 2008).

A comunicacéo especifica em A. fischeri € realizada utilizando moléculas de N-acil-
homoserina lactona (AHL) como mensageiras. A taxa de sintese desta molécula sinal é
determinada pela atividade da enzima AHL sintetase Luxl (codificada pelo gene luxl).
AHL difunde-se intra- e extracelularmente, tendo sua concentracdo diretamente
correlacionada a densidade celular da cultura. Ao atingir um determinado limiar de
concentracdo, AHL liga-se a proteina regulatoria LuxR (codificada pelo gene luxR). O
complexo LuxR-AHL induz a transcricdo de luxl através da ligacdo a uma sequéncia

especifica localizada na regido promotora do gene, conhecida como lux box. Esse processo
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de inducdo aumenta a sintese de AHL devido a sintese de Luxl, gerando um ciclo de
feedback positivo, que leva a ativacdo completa da expressdo génica. Esse processo de
qguorum-sensing é bem conhecido e bem caracterizado (FUQUA; GREENBERG, 2002;
LAZDUNSKI et al., 2004; COLLINS et al., 2006; QIN et al., 2007; CASE et al., 2008),
além de empregar um namero relativamente reduzido de componentes, fazendo dele uma
Otima escolha para a construcdo do sistema de autoinducdo da expressdo génica. A
finalidade do presente trabalho é introduzir este sistema autocatalitico em B. subtilis e usa-
lo para o desenvolvimento de linhagens que possam ser utilizadas com diversas finalidades.
O sistema lux regula o operon da luciferase e a producdo de biomuminescéncia.
LuxI foi isolado como uma AHL sintase e direciona a sintese de N-(3-oxohexanoyl)-I-
homoserina lactona (3-0x0-C6-HSL). O esquema quimico do 3-0xo0-C6-HSL em A. fischeri
¢ mostrado na Figura 1, Luxl liga um ACP (proteina carreadora de acil) acilado e S-
adenosylmethionina. Entdo, AHL é formado com a formacao do anel de lactona e liberacéo
do 5’- methylthioadenosina. Luxl consiste de 193 aminoacidos incluindo um sitio de
ativacdo para formacdo de uma ligacdo amida com S-adenosylmethionina. Entdo, AHL é
formado com a formagdo do anel de lactona e liberagdo do 5’- methylthioadenosina. LuxR
consiste de 250 aminoéacidos e tem dois dominios. A regido do N-terminal é um sitio de
ligagdo da AHL com um motif helix-turn-helix. LuxR foi isolado como um ativador
transcripcional do operon luciferase. 3-Oxo0-C6-HSL sintetizado por Luxl liga-se ao LuxR
e 0 complexo 3-0x0-C6-HSL-LuxR liga-se ao DNA na regido denominada lux box e ativa a
transcricdo do operon da bioluminescéncia luxICDABEG (HORINOUCHI et al., 2010).
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A primeira AHL descrita foi a N-(B-ketocaproyl)-homoserine lactone (3-0x0-Cg-
HSL) em A. fischeri (EBERHARD et al., 1981). Os AHLs apresentam acdo com atividades
de mediadores da densidade celular da expressdo génica do QS e sdo amplamente varidveis
em tipos e quantidades na maioria das Gram-negativas Proteobacterias. Entender a
regulacdo dos AHLs pode contribuir para a elucidacdo do fenébmeno da densidade celular
dependente (LIU et al., 2017).

1.3 Sistema de quorum-sensing em B. subtilis

Em B. subtilis, o locus comQXPA codifica a resposta do sistema de quorum-sensing
tipico de bactérias Gram-positivas. Ele é responsavel pela transcrigdo de quatro proteinas, o
ComQ isoprenyl transferase, 0 ComX pré-peptideo sinal, o ComP histidine quinase e 0
regulador da resposta ComA. A resposta do quorum-sensing é mediada por um peptideo de
10 aminoé&cidos modificado (feroménio ComX), que é modificado pelo ComQ isoprenyl
transferase, que ativa um receptor histidina quinase (ComP) que ativa uma resposta de
transcricdo do regulador (ComA). As moléculas de sinalizacdo e proteinas regulatérias do
guorum-sensing sao bastante diferentes entre Gram-positivas e Gram-negativas e a
regulacao fisioldgica convergente de genes similares e processos indicam a importante e
conservada natureza da resposta do quérum (COMELLA; GROSSMAN, 2005; DOGSA et
al., 2014). Porém, as caracteristicas gerais do locus comQXPA séo diferentes do sistema
regulatério do AHL de bactérias Gram negativas e cada um apresenta sua especificidade de

ativacdo.

1.4 Curva de crescimento microbiano

A curva de crescimento microbiano em sistema descontinuo apresenta 4 fases: lag,
exponencial, estacionaria e morte celular, conforme representado na Figura 2.

A fase lag ocorre quando uma populacdo microbiana € inoculada em um novo meio
e 0 crescimento é iniciado somente apds um periodo de tempo, também denominada fase
de adaptacéo. Esse intervalo pode ser breve ou longo, dependendo do historico do indculo e
das condicOes de crescimento. A fase exponencial é caracterizada pelo crescimento intenso
da populagdo microbiana. As taxas de crescimento exponencial variam amplamente, sendo

influenciadas pelas condi¢cbes ambientais (temperatura, composicdo do meio de cultura),
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bem como pelas caracteristicas genéticas do préprio organismo. A fase estacionaria ocorre
quando o crescimento exponencial cessa, ndo se observa aumento ou diminuicdo efetivos
do numero de células, algumas células da populacdo crescem ao passo que outras morrem e
os dois processos se equilibram. Isso ocorre porque um nutriente essencial é depletado ou
0s produtos de excre¢do do organismo, que podem ser toxicos para célula, acumulam-se. A
fase de morte ou declinio celular é quando o nimero de organismos que morrem torna-se
progressivamente superior aos que surgem (BORZANI et al., 2001; MADIGAN et al.,
2016).
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Figura 2. Curva de crescimento tipica de uma populacdo bacteriana em sistema
descontinuo. Uma contagem de vidveis mede as células presentes na cultura capazes de se
reproduzir. A densidade Gptica (turbidez), uma medida quantitativa da dispersao de luz por
uma cultura liquida, aumenta de acordo com o aumento do nimero de células (Fonte:
MADIGAN et al., 2016).

1.5 Promotores bacterianos

O promotor € a regido do circuito génico responsavel pela afinidade e acoplamento
da RNApolimerase (RNAp) e estdo localizados em proximidade ao sitio de inicializagéo da
transcricdo de genes (MADIGAN et al.,, 2016). Ainda segundo Cui et al. (2018), um
promotor é um tipo de elemento genético crucial que governa o padréo, o tempo e a forca
da transcri¢do. Promotores bacterianos séo reconhecidos pela subunidade sigma da RNAp

e, normalmente, apresentam entre 100-1000 pb (figura 3).
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A regido -35 é o principal sitio de ligacdo da RNA polimerase, sendo que mutagdes
nesta sequéncia causam diminuicao da formacgdo do complexo RNAp-DNA. A regido -10 é
0 sitio onde ocorre a abertura das fitas do DNA para iniciar a transcricdo, e em muitos
promotores apresenta uma predominancia de bases A e T, facilitando a abertura das fitas
por formarem apenas duas ligacfes de hidrogénio. O espacamento entre duas regibes
também é importante para permitir o correto posicionamento da RNAp e varia entre 16 e
19 pares de base (pb). Quanto mais proximo ao consenso ideal uma sequéncia regulatéria
estiver, mais forte sera o promotor, mas deve-se ter em conta que promotores mais fracos

sdo mais precisamente regulados quando necessario (MARQUES, 2012).
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Figura 3. A interacdo da RNAp com um promotor bacteriano. Apresentadas abaixo da
RNAp e do DNA encontram-se seis sequéncias promotoras diferentes identificadas em
Escherichia coli. S&o apresentados os contatos da RNAp com a regido —35 e com a caixa
de Pribnow (sequéncia —10). A transcricdo inicia-se em uma base especifica,
imediatamente downstream a caixa de Pribnow. Abaixo das sequéncias reais das regides —
35 e da caixa de Pribnow estdo as sequéncias-consenso, derivadas de comparacoes
realizadas entre muitos promotores. Observe que, embora sigma reconheca as sequéncias
do promotor na fita 5’- 3’ do DNA (em verde-escuro), a enzima cerne da RNAp transcreve,
de fato, a fita em verde-claro, com sentido 3’ - 5°, uma vez que a enzima cerne atua apenas

na direg¢do 3’ - 5 (Fonte: MADIGAN et al., 2016).
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1.6 Biologia sintética

A capacidade de projetar racionalmente microrganismos tem sido um objetivo ha
muito tempo imaginado que remonta ha mais de meio século. Com a revolucéo genémica e
ascensdo da biologia de sistemas na década de 1990 veio o desenvolvimento de uma
rigorosa disciplina de engenharia para criar, controlar e programar comportamento. O
campo resultante de toda essa evolugdo € conhecido como biologia sintética (CAMERON;
BASHOR; COLLINS, 2014).

O objetivo primario da biologia sintética é a construcdo de circuitos genéticos com
comportamentos que podem ser previstos com base nas propriedades das partes genéticas
constituintes das quais sdo construidas. No entanto, uma questdo significativa na
construcdo de circuitos genéticos sintéticos é um fenémeno conhecido como dependéncia
de contexto em que o comportamento de uma determinada parte muda dependendo da
escolha de partes adjacentes ou proximas. Interacdes entre partes comprometem a
modularidade do circuito, impedindo a implementacdo de construcbes genéticas
previsiveis. Para tentar sanar esta questdo, investigadores desenvolveram insuladores
genéticos que impedem essas interacfes ndo intencionais dependentes do contexto entre
partes vizinhas. Um dos insuladores mais comumente usados em sistemas bacterianos é a
ribozima auto-clivante riboJ (CLIFTON et al., 2018; LOU et al., 2012).

O objetivo subjacente da biologia sintética é tornar o processo de engenharia de
sistemas biolégicos mais facil. Trabalhos recentes concentraram-se em definir e
desenvolver partes biolégicas padrdo. O padrdo técnico que tem ganhado mais forca na
comunidade de biologia sintética é o padrdo BioBrick para composicdo fisica de partes
genéticas. Pecas que estdo em conformidade com o padrdo de montagem da BioBrick sdo
pecas bioldgicas padrdo da BioBrick. Essas partes sdo depositadas e estdo disponiveis no
Registro de Pecas Bioldgicas Padrdo (SHETTY et al., 2008).

1.7 Tecnologias em biologia molecular

A engenharia de circuitos genéticos com funcionalidade preditiva em células vivas
representa um foco definidor do campo em expansao da biologia sintética (DANINO et al.,
2010). Mas qual seria a maneira mais rapida e simples de verificar se o sistema esta

funcional apos a insercdo do circuito génico?
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As hibridizagGes em arranjo e os chips génicos podem ser usados para verificar se
0S genes sdo transcritos, mas ndo fornecem informacdes sobre a tradugdo dos transcritos
génicos. Além disso, a complexidade e o custo de RNA-Seq e microarrays os tornam
inadequados para estabelecer um modelo dindmico de expressdo génica diferencial em alta
resolucdo. Anticorpos sdo comumente utilizados para detectar os produtos proteicos dos
genes de interesse. Western blots sdo usados para detectar proteinas separadas por
eletroforese, e anticorpos ligados a substancia fluorescentes sdo usados para detectar a
localizagdo das proteinas in vivo. No entanto, os dois métodos s6 propiciam a analise
momentanea de uma proteina (BOTELLA et al., 2012; SNUSTAD; SIMMONS, 2013).

A tecnologia de fusdo de promotores, no entanto, permite mudangas dindmicas na
expressao génica a ser estabelecida em alta resolucdo temporal com relativa facilidade e
baixo custo.

LacZ surgiu como um repdrter de escolha porque a atividade da B-galactosidase
poderia ser facilmente testada usando substratos que produzem compostos coloridos.
Enquanto LacZ é um bom indicador qualitativo de expressdo, a quantificacdo requer a
coleta de células e preparacdo do lisado, caracteristicas que requerem que 0 Sistema
biolégico em estudo seja amostrado e perturbado. 1sso torna-o inadequado para analise de
alto rendimento e monitoramento de alta definicdo da expresséo génica. A desvantagem de
ter que preparar lisados celulares para quantificar os niveis de LacZ foi superado usando
GFP (codificada pelo gene gfp) e luciferase (codificada pelos genes lux) cujos niveis
intracelulares podem ser medidos em tempo real sem perturbar as células em estudo
(BOTELLA etal., 2012).

A proteina verde fluorescente (GFP) da &gua-viva Aequorea victoria é um
instrumento eficiente que pode ser usado no estudo da expressdo génica no nivel de
proteinas. Atualmente, a GFP € usada para monitorar a sintese e a localizacdao de proteinas
especificas em grande variedade de células vivas. Esses estudos implicam a construcéo de
genes de fusdo que contenham a sequéncia nucleotidica codificadora de GFP, acoplados em
estrutura a sequéncia nucleotidica codificadora da proteina de interesse; a introdugdo do
gene quimerico nas células por transformacdo; e estudo da fluorescéncia da proteina de
fusdo em células transgénicas expostas a luz azul ou ultravioleta (UV) (SNUSTAD;
SIMMONS, 2013).

GFP ¢é uma variante de dobra rapida (superfolding) que é extraordinariamente

estavel em Escherichia coli e B. subtilis com meia-vida estimada de mais de 24 horas e
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aproximadamente 10 horas, respectivamente (ANDERSEN et al., 1998; BOTELLA et al.,
2011).

O fluoroforo de GFP € produzido pela ciclizacdo e oxidacdo pds-traducdo de um
tripeptidio serina/tirosina/glicina codificado. Esse cromoforo € amplamente protegido dos
efeitos de ions e solventes gracas ao encerramento em uma prega, semelhante a um barril,
da proteina madura. Ao contrario de outras proteinas bioluminescentes, a fluorescéncia de
GFP néo requer a adicdo de substratos, cofatores ou outras substancias, basta a exposicéo a
luz azul ou UV (figura 4). Assim, GFP pode ser usada para estudar a expressao génica em
células vivas, a localizacdo e 0 movimento de proteinas nas células com o passar do tempo
(SNUSTAD; SIMMONS, 2013).

Nisorve liz
azul ou LIV

Figura 4. Estrutura estavel da proteina verde fluorescente GFP. A seta azul indica absor¢édo
de luz azul ou ultravioleta e a seta verde emissdo de luz verde (Fonte: Adaptado de:
https://pt.slideshare.net/ TBQ-RLORC/green-fluorescent-protein-gfp/6, 2019).

As luciferases configuram uma classe de enzimas oxidativas que catalizam a
emissdo de luz (luminescéncia). Quando a reacdo ocorre em um organismo é chamada
bioluminescéncia. A bioluminescéncia evoluiu independentemente; assim, 0S genes
responsaveis ndo estdo relacionados em bactérias, algas unicelulares, celenterados,
besouros, peixes e outros. Quimicamente, todos envolvem reacgdes exergonicas de oxigénio
molecular com diferentes substratos (luciferinas) e enzimas (luciferases), resultando em
fotons de luz visivel (WILSON; HASTINGS, 1998).

Dois tipos da proteina luciferase sdo comumente utilizados, do vagalume da

America do Norte (Protinus pyralis) e o bacteriano, derivado de microrganismos marinhos
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(Photobacterium phosphoreum, P. leiognathi, V. harveyi, A. fischeri e P. luminescens). A
luciferase do vagalume utiliza a luciferina como substrato, oxidando-a em oxiluciferina
numa reacdo que utiliza oxigénio molecular e ATP, e libera luz a 560 nm. A luciferase
bacteriana é codificada pelo operon luxCDABE e catalisa a oxidacdo de uma flavina
reduzida (FMNH2) e uma longa cadeia de aldeido, produzindo flavina oxidada e
mononucleotideo de flavina (FMN) e uma longa cadeia de &cido graxo, uma reacdo que
libera a luz a 490 nm (ENGEBRECHT; SILVERMAN, 1984; WILSON; HASTINGS,
1998; WAIDMANN et al., 2011) (figura 5).

Luciferase de vagalume (Luc)
- . -

. . e U _ e . _ ‘__1
Luciferina+ 0, + ATP — Oxiluciferina+ CO2 + H,0 + AMP + >
- YV < V 4 4 T L 7 L I—J

“ - A

Luciferase bacteriana (Lux)

. h. N o h. . . - - —

FMNH, + O, + RCHO —> FMN + RCOOH + H,0 + || luz a 460 nm p

- T L 4

Figura 5. Reacles quimicas exergbnicas da luciferase de vagalume e a bacteriana com
liberacdo de fotons de luz (Fonte: Adaptado de: HYONE-MYONG EUN, 1996).

O operon da luminescéncia ja foi clonado em outros Gram negativos. E. coli
recombinantes que produzem luz foram encontradas em uma biblioteca clonal de
plasmideos hibridos contendo DNA da bactéria marinha A. fischeri. Todos os clones
luminescentes tinham uma insercdo de 16 kb que codificava atividades enziméticas para a
reacdo de luz, bem como fungdes regulatorias necessarias para a expressao do fenétipo de
luminescéncia (Lux) (ENGEBRECHT; NEALSON; SILVERMAN, 1983; DUNLAP;
GREENBERG, 1985).

De uma forma geral, a funcionalidade do sistema pode ser detectada indiretamente
pela tradugdo dos transcritos génicos com a adi¢do de genes reporteres. Estes podem ser
utilizados para monitorar a frequéncia de expressdo de um determinado gene controlado
por sequéncias regulatorias definidas (SNUSTAD; SIMMONS, 2013; ALBERTS et al.,
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2017). Para isso, criamos varidveis do nosso sistema acoplando os genes da luminescéncia
(luxABCDE) ou da proteina verde fluorescente GFP (gfp).

1.8 Produgcédo industrial de biomoléculas

Nas ultimas décadas os processos quimicos de producdo industrial tém sido
repensados e, em muitos casos com sucesso, substituidos por processos bioldgicos. A
pressdo para a mudanca vem de varios lados e se baseia principalmente na maior eficiéncia
de conversdo nas reagGes biologicamente catalisadas, na redugdo dos residuos toxicos
gerados no processo produtivo e no esgotamento de fontes naturais de algumas matérias
primas utilizadas nos processos quimicos. As descobertas, primeiro das técnicas de biologia
molecular e mais recentemente de biologia sintética, tém proporcionado, cada vez mais,
variadas possibilidades de desenvolvimento racional de processos biolégicos mais
eficientes para atender as demandas industriais.

Os novos conceitos desenvolvidos pela biologia sintética mostram que a pesquisa
por novos produtos, novas vias de producdo e por novas funcbes ndo precisa se restringir ao
lento processo de selecdo de organismos com propriedades interessantes. Cada vez mais se
torna real a ideia da construcdo de células como biofébricas, bioprocessadores e
biossensores capazes de desempenhar fungbes complexas para as quais foram
programados.

Linhagens bacterianas modificadas geneticamente para a producdo industrial de
biomoléculas sdo comumente construidas usando-se promotores constitutivos para
controlar a expressdo dos genes envolvidos na biossintese da molécula em questdo.
Promotores induziveis ndo sdo desejados em linhagens industriais devido aos custos
associados a adicdo do composto indutor e posterior elimina¢do do mesmo no processo de
purificacdo da biomolécula de interesse. Porém, o atual modelo, empregando promotores
constitutivos, forca a célula a sintetizar intensamente a biomolécula desejada durante todas
as fases do crescimento celular. A fase lag de crescimento é especialmente prejudicada por
esse sistema, o stress causado pela intensa expressdo de genes sob controle do promotor
forte leva ao prolongamento excessivo dessa fase do crescimento celular e a reducéo da
capacidade de crescimento da cultura, retardando todo o processo produtivo. Na construcao
da linhagem industrial de B. subtilis superprodutora de riboflavina (vitamina B;), por
exemplo, o fraco promotor constitutivo Prib foi substituido pelo forte promotor Pveg
(ABBAS; SIBIRNY, 2011) gerando uma linhagem que, apesar da aumentada producao de

riboflavina, € instavel e apresenta crescimento limitado (figura 6).
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Figura 6. Cultivo de B. subtilis em placa de Petri contendo meio LB (Luria-Bertani)
acrescido de 4gar. A esquerda, B. subtilis Marburg 168 (tipo selvagem): a direita, linhagem
industrial de B. subtilis superprodutora de riboflavina. Apesar dos dois cultivos terem sido
incubados pelo mesmo periodo e temperatura (16h a 37 °C), a linhagem industrial
apresentou crescimento visivelmente inferior ao tipo selvagem, devido ao stress gerado
pela producéo de riboflavina em grande quantidade desde a fase lag de crescimento (Fonte:
cultivo e foto de Danielle B. Pedrolli, 2016).

Neste trabalho, propde-se a construgdo de um sistema de autoinducdo da expressao
génica para ser aplicado em linhagens industriais de B. subtilis. O sistema se baseara no
processo de comunicacgdo entre células denominado quorum-sensing. O sistema de quorum-
sensing desempenha um papel importante no controle de uma variedade de atividades
celulares microbianas e seus componentes tém caracteristicas atraentes de design para
geracgdo, reconhecimento e amplificacdo de sinal difusivel, que podem ser aplicados em
uma ampla variedade de sistemas modificados geneticamente. Os mesmos tém sido
utilizados na construcdo de diversos modelos pela biologia sintética, em especial no
desenvolvimento de biossensores (CHOUDHARY'; SCHMIDT-DANNERT, 2010).

O sistema de inducdo visa preservar o equilibrio metabolico natural da bactéria
durante a fase lag e inicio da fase exponencial, mantendo o crescimento rapido, preparando
0 ambiente celular para a intensa expressao génica que vira a seguir e devera permitir a
realizacdo de automonitoramento pela bactéria. A autoinducdo eliminard os custos da

produgdo industrial com a adigdo de substincias indutoras como o isopropil B-D-1-
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tiogalactopiranosideo (IPTG) e posterior retirada delas no processo de purificacdo. Além
disso, eliminard a necessidade de monitoramento da densidade celular anteriormente &
inducdo, pois a propria bactéria se encarregara dessa tarefa. O novo conceito é amplamente
aplicavel, podendo ser posteriormente adaptado a outras espécies, e com potencial a ser um

elemento inovador no portfélio da moderna biologia sintética.
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5 CONCLUSOES

O sistema de autoindugao do A. fischeri foi transferido para B. subtilis e mostrou-se
adequadamente funcional, ativando a expressdo génica somente durante a fase exponencial
do crescimento bacteriano.

O processo de otimizacdo foi bem-sucedido e variagdes do sistema foram obtidas
quanto a amplitude de ativacdo e a forca do promotor, permitindo a sua utilizacdo para
diferentes finalidades.

Ao testar o sistema, com variaces dos genes reporters e separacdo do sistema, eles
continuaram funcionais, modulares e especificos, como esperado numa ferramenta
proveniente da biologia sintética.

Esse toolbox de autoindugdo pode ser aplicado em engenharia metabdlica, com a
escolha do promotor mais adequado dependendo da necessidade de cada enzima de uma
via, por exemplo. Sua utilizacdo pode reduzir os custos do processo produtivo, sem a
necessidade de adicdo de indutores durante o processo e retirada durante purificagdo do
produto final, além de melhorar o crescimento das linhagens produtoras, sem a

interferéncia brusca na fase lag como ocorre com 0s promotores constitutivos.
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