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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Este trabalho tem como objetivo a reducéo de custos relacionados a producao e
purificacdo de biomoléculas. Entre essas biomoléculas destacam-se os biofarmacos, que
desempenham papel fundamental no tratamento de diversas doencas. Entretanto, o
processo de purificacdo destes compostos é bastante custoso, uma vez que estes
produtos requerem elevados padrbes de pureza para garantir sua seguranca e eficacia
em aplicagdes terapéuticas humanas. Nesse contexto, o desenvolvimento de estratégias
capazes de tornar os processos produtivos e de purificacdo mais eficientes e
economicamente viaveis pode resultar na diminuicdo dos custos finais desses

biofarmacos, ampliando seu acesso a uma parcela maior da populacéo.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

This work aims to reduce the costs associated with the production and purification
of biomolecules. Among these biomolecules, biopharmaceuticals play a fundamental role
in the treatment of a wide range of diseases. However, the purification of these compounds
is highly costly, as they require stringent purity standards to ensure their safety and
efficacy for therapeutic applications in humans. In this context, the development of
strategies capable of improving the efficiency and economic viability of production and
purification processes may lead to a reduction in the final costs of these
biopharmaceuticals, thereby increasing their accessibility to a larger proportion of the

population.
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RESUMO
A producdo de biofarmacos tem crescido rapidamente em todo o mundo, porém o
processo de producdo e purificacdo destas biomoléculas ainda demanda grande
investimento financeiro. Uma solucdo para a reducdo destes custos consiste no
desenvolvimento de uma linhagem produtora que gere altos rendimentos de producéo e
facilite a extracdo deste produto através da liberacdo da molécula-alvo para o meio
extracelular. Com isso, neste trabalho, foi proposto o desenvolvimento de um Sistema de
Lise Programada para producdo e liberacdo de proteinas por Bacillus subtilis. Este
sistema permitira que a bactéria se rompa apds produzir elevadas quantidades da
proteina de interesse, eliminando assim a etapa de rompimento celular para a extracao
do produto. Foram desenvolvidas diferentes versfes deste sistema utilizando a Proteina
Verde Fluorescente como repérter. As diferencas entre estas versdes consistem na
regulacdo dos genes que compdem o sistema. Foram testados diferentes promotores e
diferentes forcas para o Sitio de Ligacdo do Ribossomo. Além disso, foi testada a
regulacéo do sistema com base na Repressédo Catabdlica por Carbono e com base no
Sistema de Quérum Sensing. Em todas as variagdes o sistema foi ativado, porém a
versdo do Sistema de Lise Programada que gerou o fendétipo de lise foi a verséao
responsiva a Repressédo Catabolica por Carbono, em que os promotores que controlavam
a expressao dos genes que constituem o sistema foram os promotores fortes para B.
subtilis TP2 e Pveg. Com isso, neste trabalho foi possivel desenvolver um Sistema de Lise
Programada em B. subtilis o qual gerou a lise celular apos a proteina repérter ser

acumulada pela bactéria.

Palavras-chave: lise programada; Bacillus subtilis; circuito génico; regulacéo génica



ABSTRACT
The production of biopharmaceuticals has been rapidly increasing worldwide; however,
the processes of production and purification of these biomolecules still require large
financial investments. A solution to reduce such costs involves the development of a
producer strain capable of achieving high yields and facilitating product recovery by
releasing the target molecule into the extracellular medium. In this context, the present
work proposed the development of a Programmed Lysis System for the production and
release of proteins by Bacillus subtilis. This system enables the bacterium to undergo self-
lysis after producing large amounts of the protein of interest, thereby eliminating the need
for a cell disruption step during product extraction. Different versions of the system were
developed using the Green Fluorescent Protein as a reporter. The main differences
among these versions relied on the regulation of the genes composing the system. Various
promoters and ribosome binding site strengths were tested. Additionally, the regulation of
the system was assessed based on Carbon Catabolite Repression and Quorum Sensing
processes. In all versions, the system was activated; however, the Programmed Lysis
System variant that effectively generated the lysis phenotype was the one responsive to
the Carbon Catabolite Repression, in which the strong promoters TP2 and Pveg Were used.
Therefore, in this study, it was possible to develop a Programmed Lysis System in B.
subtilis, which successfully induced cell lysis after the accumulation of the reporter protein

by the bacterium.

Keywords: programmed lysis; Bacillus subtilis; gene circuit; gene regulation
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1. Introducéao

Biocompostos sdo moléculas estruturalmente complexas produzidas por
organismos vivos. Entre eles, destacam-se os biofarmacos. (Pande, et al. 2025).
A producéo de biofarmacos tem crescido rapidamente em todo o mundo,
entretanto o processo de producdo e purificacdo destas biomoléculas ainda é
bastante custoso, especialmente por serem produtos que requerem alto grau de
pureza (Khanal; Lenhoff, 2020). Uma solucdo para a reducdo dos custos
relacionados a este processo é o desenvolvimento de uma plataforma
padronizada para a producdo de biofarmacos, que utilize uma linhagem
produtora que gere alto rendimento de producdo e facilite a extracdo e
recuperacédo deste produto através da sua liberacdo para o meio extracelular.

Com isso, este projeto prop6s o desenvolvimento de um Sistema de Lise
Programada (SLP) utilizando a bactéria Bacillus subtilis como chassis (linhagem
hospedeira). Esse sistema permitira a lise das bactérias ap6s a producao de
quantidades substanciais da biomolécula, facilitando, assim, a recuperacdo do
produto. Dessa forma, o sistema tem potencial para reduzir os custos do
processo produtivo de biocompostos, como biofarmacos. Foram desenvolvidas
duas versdes deste sistema, uma baseada no Sistema de Repressédo Catabdlica
por Carbono e outra no Sistema de Quérum Sensing, sendo que ambas tiveram
como base a acdo de uma Serina Integrase e duas enzimas que causam a lise

celular (Holina e Peptidoglicano Hidrolase).

1.1. Bacillus subtilis como chassis para producdo de proteinas
recombinantes

Um dos microrganismos mais utilizados para a producdo de proteinas
heter6logas é a Escherichia coli. Durante muito tempo, as técnicas de biologia
molecular foram prioritariamente desenvolvidas para esse microrganismo (Ruiz
e Silhavy 2022). Isto porque o rapido crescimento e a facil manipulacdo fizeram
desta bactéria a plataforma preferida para o desenvolvimento de linhagens
produtoras (incir e Kaplan, 2024). Porém, caracteristicas como a incapacidade
de secretar proteinas, a sintese de endotoxinas e formacdo de corpos de

inclusdo elevam os custos do processo produtivo por este microrganismo (incir
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e Kaplan, 2024).

O problema € ainda maior quando se trata de produtos que requerem
alto grau de pureza como os biofarmacos. Microrganismos classificados como
seguros (GRAS, do inglés Generally Recognized as Safe) podem servir como
melhores plataformas para a producdo destas moléculas, principalmente se
forem capazes de exportar a proteina terapéutica para meio extracelular (Yang
et al., 2021). Com isso, uma alternativa para producdo de biofarmacos é a
producéo destas biomoléculas por B. subtilis (Yang et al., 2021).

B subtilis € uma bactéria Gram-Positiva classificada como GRAS,
caracterizada por apresentar rapido crescimento, demandar meios de cultivo
com componentes de baixo custo e ser facilmente adaptavel a producdo em
escala industrial (Liu, et al., 2018; Yang, et al.,, 2021). Além disso, seu
background genético é vastamente conhecido, o que possibilita a aplicacao de
diversas técnicas de edicdo génica estabelecidas para esta bactéria (Yang, et
al., 2021). Outro fator que torna B. subtilis uma plataforma promissora para
producdo de proteinas recombinantes € a capacidade de produzir elevadas
concentracbes de proteinas, sendo bastante utilizado para a producdo de
enzimas em escala industrial (Yang, et al., 2021). Devido a estas vantagens, B.

subtilis foi selecionada como sistema hospedeiro neste trabalho.

1.2. Repressédo Catabdlica por Carbono

Bactérias heterotréficas sdo capazes de utilizar diversos compostos
organicos como fonte de carbono e energia (Wen, et al., 2021). Porém, existem
fontes de carbono que sao preferenciais para estes organismos, fontes que
permitem um crescimento mais rapido para a bactéria ou que sejam mais
abundantes no ambiente, fazendo com que a bactéria tenha vantagens em
relacdo a outros organismos que podem estar competindo pelos nutrientes
disponiveis no mesmo ambiente (Reul3, et al., 2018; Wen, et al., 2021). Uma das
fontes de carbono preferenciais mais comuns para bactérias é a glicose (Reul3,
et al., 2018). Dessa forma, na presenca de glicose, 0s genes que codificam
enzimas envolvidas no catabolismo de fontes de carbono secundérias estardo

reprimidos ou ndo ativados. Este processo € denominado Represséao Catabdlica
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por Carbono (CCR, do inglés Carbon Catabolite Repression) (Volker, et al.,
2025). Em B. subtilis, o processo de CCR requer a acdo de um fator de
transcricdo (CcpA), da proteina HPr e da enzima Hpr kinase/fosforilase (HprK)
(Volker, et al., 2025; Wen, et al., 2021). Quando as concentra¢des de glicose-6-
fosfato, frutose-1,6-bifosfato e ATP séo elevadas, a enzima HprK é ativada. Esta
enzima catalisa a fosforilacdo da HPr, no residuo Ser46, formando a HPr(Ser-P)
(Meyer, et al., 2011). A HPr(Ser-P) se liga ao fator de transcricdo CcpA,
causando uma alteracdo na conformacdo desta molécula, que faz com seja

possivel sua ligacdo ao DNA da bactéria (Meyer, et al., 2011).

Figura 1 - Sistema de Represséo Catabdlica por Carbono em B. subtilis.

Activation of
catabolic operons

Cell membrane

Repression of catabolic genes

Fonte: Gorke, et al., 2008.

A presenca da fonte de carbono mantém alta concentragdo de ATP nas células. Assim, o fator
de transcricdo CcpA interage com a proteina Hpr fosforilada e com isso liga-se ao sitio CRE
reprimindo a expressdo dos genes que codificam biomoléculas envolvidas no catabolismo de
fontes secundarias de carbono. Quando a fonte de carbono é exaurida, a concentragéo de ATP
€ reduzida e a 0 AMP se acumula, levando a CcpA a se desligar do sitio CRE, liberando a
producédo destes biocompostos.
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O complexo CcpA-HPr(Ser-P) se liga a uma sequéncia de DNA
palindrémica denominada CRE (do inglés, Catabolite Responsive Element, ou
seja, Elemento Responsivo de Catabolismo). Usualmente, estes sitios
encontram-se nas regidées promotoras, onde a transcricdo dos genes tem inicio,
porém, em alguns casos podem estar a jusante distantes desta regido (Wen, et
al., 2021). A ligacao entre o CcpA-HPr(Ser-P) e o sitio CRE impede a acéo da
RNA Polimerase e, com isso, reprime a transcricdo do gene que se encontra sob
controle do promotor em questédo (Wen, et al., 2021). Quando as concentracdes
de glicose-6-fosfato, frutose-1,6-bifosfato e ATP sdo baixas e a concentracéo de
fosfato inorgéanico € alta, indicando a auséncia da fonte preferencial de carbono,
a HPr(Ser-P) é desfosforilada e o complexo é desestruturado, desfazendo assim
a ligacdo entre o CcpA-HPr(Ser-P) e o sitio CRE e ativando a expressédo de
genes relacionados ao catabolismo de fontes de carbono secundarias (Gorke;
Stilke, 2008; Wen, et al., 2021).

1.3. Serina Integrases

Recombinases Sitio Especificas sdo enzimas que promovem a
recombinacdo do DNA em locais especificos, sem a necessidade de uma
sequéncia homologa ou de degradacgédo ou sintese do DNA (Merrick, et al., 2018).
As Serina Integrases sdo codificadas por fagos e classificadas como uma
subfamilia das Recombinases Sitio Especificas que promovem a quebra da fita
dupla de DNA no seu sitio de reconhecimento (Merrick, et al., 2018). A
recombinacao realizada pela Serina Integrase € altamente especifica e apenas
reversivel na presenca de um Fator de Direcionalidade de Recombinacéo (RDF,
do inglés Recombination Directionality Factor) (Merrick, et al., 2018; Wang, et al.,
2016).
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Figura 2 - Mecanismo de acao da Serina Integrase.

Fonte: Adaptado de Merrick, et al. (2018).

(A) Serina Integrase forma um tetrdmero que se liga aos sitios de recombinacao attP e attB, (B)
cliva a dupla fita nos sitios, e entdo duas subunidades da recombinase rotacionam (C) invertendo
as fitas ligadas a elas. As extremidades geradas na clivagem dos sitios sdo complementares e,
assim, sdo reconectadas (D) formando os novos sitios attR e attL.

Inicialmente, a Serina Integrase se liga a cada sitio attP e attB como um
dimero, formando um tetrametro, o que faz com que os sitios se aproximem.
Posteriormente, os sitios-ativo da Serina Integrase promovem a clivagem dos
sitios de recombinacéao attP e attB, gerando extremidades 3’ coesivas de duas
bases de comprimento (Merrick, et al., 2018). Em seguida, duas subunidades da
Integrase rotacionam fazendo com que metade de cada sitio seja rotacionado
com elas, uma vez que estao ligados a ela por ligacéo 5 fosfoserina (Merrick, et
al.,, 2018). Como as extremidades formadas pela clivagem dos sitios s&o
complementares entre si, apds a rotacdo, estas extremidades séo religadas
formando os novos sitios attR e attL (Merrick, et al., 2018).

Serina Integrases podem ser utilizadas para a insercdo de genes no
cromossomo a partir de um plasmideo, quando cada molécula tem um dos sitios
de recombinacéo, ou para inverter o sentido de um trecho de DNA, quando os
dois sitios estdo alocados na mesma molécula (Merrick, et al., 2018). Entre as
vantagens da recombinacdo por Serina Integrases esta o fato de néo
necessitarem de modificagbes em suas sequéncias de acordo com o DNA que
sera modificado, além de ndo necessitarem de outros fatores celulares para

7z

acdo. Além disso, a modificacdo é irreversivel na auséncia do Fator de
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Direcionalidade de Recombinacgéao (Merrick, et al., 2018).

Yang, et al. (2014) identificaram 34 Serina Integrases inéditas e seus
respectivos sitios attP e attB. Destas, 13 Integrases foram selecionadas e
tiveram sua eficiéncia testada em E. coli utilizando o gene da Proteina Verde
Fluorescente como repérter (GFP, do inglés Green Fluorescent Protein). O gene
gue codifica a GFP foi clonado em sentido contrario ao do promotor e flanqueado
pelos sitios attP e attB de cada Serina Integrase. A expressao dos genes que
codificam as Serina Integrases estava sob controle de um promotor induzivel por
arabinose. Com isso, a producao das Serina Integrases resultaria na inversao do
sentido do gene da GFP e a consequente ativacdo da sintese da proteina. O
estudo identificou 11 Integrases funcionais e ortogonais, dentre elas a Integrase

13 (Int13) que foi aplicada neste trabalho.

1.4. Qudérum Sensing em B. subtilis

Quérum Sensing é um sistema regulatério que responde a concentracao
de uma molécula sinal, modulando em resposta a expressao de diversos genes.
A molécula sinal é produzida pela propria célula a taxa constante, sendo a
concentracdo dela no meio diretamente proporcional a densidade populacional
(Wu, et al., 2025). Este tipo de sistema € vantajoso por favorecer o acimulo de
células no cultivo antes da producgdo de determinados metabdlitos, que podem
prejudicar o crescimento do microrganismo caso a produ¢cado ocorra em momento
precoce (Zeng et al., 2023). Além disso, Quérum Sensing pode regular
comportamentos coletivos, como por exemplo, induzir a produgéo de biofilmes
(Yin et al., 2019).

O sistema de Quérum Sensing ComQXPA de B. subtilis regula a
producdo de surfactina em nivel transcricional, além de controlar a sintese de
determinadas proteases extracelulares (Wu, et al., 2025). Este sistema tem como
base a acdo do peptideo ComX, da Isopreno Transferase ComQ, da Histidina
Quinase Transmembrana ComP e da proteina regulatoria ComA, que se liga a

sitios promotores, como o Psia, ativando a transcricao (Xu, et al., 2021).
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Figura 3 - Sistema Quérum Sensing ComQXPA de B. subtilis.

accumulation

Autophosphorylation

&

Fonte: Adaptado de Xu, et al. (2021).

ComX consiste em uma molécula sinal que é transportada para o meio extracelular (membrana
plasmatica representada em amarelo na figura). Conforme a concentracdo celular aumenta e,
com isso, a concentracdo de ComX no meio atinge um determinado limiar, o sinal induz a
autofosforilacdo da ComP na membrana. Internamente na célula, ComP transfere o grupo fosfato
para ComA, a qual se liga ao promotor Psia, induzindo o inicio da transcri¢éo.

Apos sintetizada, o peptideo ComX é modificado pela Isopreno
Transferase ComQ para sua forma ativa e transportado para o0 meio extracelular.
A medida que as células de B. subtilis se multiplicam, o peptideo-sinal ComX se
acumula no meio. No momento em que o cultivo atinge a concentragao critica de
células e, com isso, de ComX, a Histidina Quinase Transmembrana ComP
detecta 0 aumento esse sinal e catalisa a autofosforilacdo. A ComP transfere o
grupo fosfato para a ComA, a qual se liga a um sitio especifico do promotor Psa

ativando a transcricdo dos genes regulados pelo mesmo (Xu, et al., 2021).
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1.5. Holina e Peptdeoglicano Hidrolase, enzimas que promovem a
lise celular

Bacteri6éfagos séo virus que infectam bactérias. Para isso, injetam seu
material genético no interior da célula hospedeira, usam a célula para sintese
das proteinas e material genético virais e, posteriormente, induzem a lise celular,
liberando novas particulas virais capazes de infectar outras células (Xiang, et al.,
2021). O Sistema de Lise Programada, desenvolvido neste trabalho, contém dois
genes derivados do bacteriofago Phi29, os quais codificam enzimas
responsaveis pela lise celular. Um destes genes codifica uma Holina. Esta
enzima, apOs acumular nas células, atua na formacdo de poros na membrana
citoplasmatica da bactéria (Guliy; Evstigneeva, 2024). Estes poros tornam o
peptdeoglicano acessivel a segunda enzima que compde o Sistema de Lise
Programada, a Peptidoglicano Hidrolase. Esta endolisina catalisa a hidrolise do
peptidoglicano na membrana (Guliy; Evstigneeva, 2024). Dessa forma, a

combinac¢éo das duas enzimas promove o rompimento celular.
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2. Objetivos

Desenvolver um Sistema de Lise Programada em B. subtilis com
potencial para integrar plataformas de producdo de proteinas terapéuticas,
visando eliminar os custos relacionados ao rompimento celular para a extracéo

e recuperacao do produto.

2.1. Objetivos Especificos

- Construir linhagens de B. subtilis contendo o Sistema de Lise
Programada sob diferentes regimes de controle de expressdo génica, sendo
estes a Repressao Catabolica por Carbono e Quérum Sensing.

- Construir um operon de lise contendo os dois genes que codificam
enzimas responsaveis por promover a lise celular.

- Avaliar o efeito de promotores com diferentes intensidades na
regulacédo da expressao dos genes que constituem o sistema.

- Testar diferentes meios de cultivo a fim de identificar o meio que
promova maior crescimento celular, producao proteica e ativacao do Sistema de

Lise Programada.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Materiais e Equipamentos

Neste item, sdo apresentadas as enzimas utilizadas neste trabalho como
enzimas de restricdo, DNA Ligase, DNA Polimerases, entre outras. Além disso,
estdo apresentados os equipamentos e os kits usados no desenvolvimento deste
projeto.

A enzima de restricdo Bsal aplicada no trabalho foi a Bsal-HF®v2 (New
England Biolabs, NEB). Nos momentos em que foi utilizada a Bsal da marca
Thermo Fisher Scientific™, esta foi denominada de Eco31l. A enzima Nhel foi
obtida da empresa ©Cellco Biotech, e as enzimas BsmBI-v2 e Sfil obtidas da New
England Biolabs. As demais enzimas de restricdo sdo do tipo FastDigest da
marca Thermo Fisher Scientific™, assim como a T4 DNA Ligase, a Dpnl e a
Fosfatase Alcalina Termosensivel (FastAP).

As DNA polimerases utilizadas para realizar a Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) foram a Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo
Fisher Scientific™) a TIME ECRA HIFI DNA Polimerase (ECRA Biotec™) a Easy
Tag DNA Polimerase (LGC Biotecnologia). Todas as reac6es de PCR ocorreram
no termociclador C1000 Touch™ Thermal Cycler (®Bio-Rad Laboratories, Inc) e
foram confirmadas por eletroforese em gel de agarose 1% (m/v), corado com
Sybr Safe DNA Gel Stain (Thermo Fisher Scientific™). Os géis de agarose foram
revelados no fotodocumentador Gel Doc XR+ Gel Documentation System (Bio-
Rad) com o auxilio do software ImageLab. O marcador de massa molecular
utilizado foi o GeneRuler 1,0 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific).

As PCRs e as reacdes de digestao foram purificadas com o kit Wizard®
SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega). O kit utilizado para extracao de
DNA plasmidial foi o Fast-n-Easy Plasmid Mini-Prep (°Cellco Biotech). Os kits
para extracdo do DNA gendmico foram o Wizard® SV Genomic DNA Purification
Kit e o Bacteria DNA Preparation Kit (°Cellco Biotech).

Apoés as etapas de purificagdo de produtos de PCR, digestdes e extracao
de DNA plasmidial e genémico, a quantificacdo dos &cidos desoxirribonucleicos

foi realizada em leitor de placas Tecan InfiniteM200 Pro (Tecan™). As medidas
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de fluorescéncia e densidade 6tica foram feitas no mesmo leitor de placas.

Os sequenciamentos dos plasmideos resultantes dos processos de
clonagem foram feitos pelo método de Sanger, utilizando o kit BigDye
XTerminator™ Purification Kit (Applied Biosystems™, Thermo Fisher
Scientific™). Inicialmente, as amostras eram sequenciadas em parceria com 0
Laboratério de Biologia Molecular da Unesp-Araraquara. Posteriormente, as
amostras passaram a ser enviadas pra a Unesp-Botucatu (IBTec/UNESP).

Por fim, as simulagBes e andlises in silico foram realizadas no software

Benchling, e otimizadas usando o RBS Calculator (SalisLab) (Salis; Reis, 2020).

3.2. Métodos de clonagem e transformacdo bacteriana

Estao descritos neste topico os métodos que foram utilizados em todos
0s processos de clonagem para o desenvolvimento das diferentes linhagens de

bactérias geneticamente modificadas neste trabalho.

3.2.1. Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

As reacdes de PCRs foram realizadas de acordo com o protocolo do
fabricante e tiveram algumas diferencas de acordo com a enzima utilizada
(Tabelas 1 e 2).

Tabela 1 - Componentes das Reacdes em Cadeia da Polimerase para TIME
HIFI DNA Polimerase e Phusion™ High-Fidelity DNA Polimerase.

Componentes da Reacgéo Quantidades
Tampéao da DNA Polimerase 5x 4 uL
dNTP 10 mM 0,4 pL
Primer Direto 10 uM 1,0 uL
Primer Reverso 10 uM 1,0 uL
DNA molde 40 ng
DNA Polimerase 0,2 pL
H20 Completar a 20 pL

Fonte: Autora (2025).
A tabela apresenta os componentes das reacfes realizadas neste trabalho e suas respectivas

quantidades.
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Tabela 2 - Componentes das Reacdes em Cadeia da Polimerase para Easy
Tag DNA Polimerase.

Componentes da Reagéo Quantidades
Tampéao 10x sem MgCI2 2 uL
dNTP 10 mM 0,4 pL
Primer Direto 10 uM 1,0 uL
Primer Reverso 10 uM 1,0 uL
DNA molde 40 ng
MgCl2 25 mM 0, 6 uL
DNA Polimerase 0,2 uL
H20 Completar a 20 pL

Fonte: Autora (2025).
A tabela apresenta os componentes das PCRs utilizando a Taq DNA Polimerase realizadas neste
trabalho e suas respectivas quantidades.

O programa aplicado no termociclador variou de acordo com o protocolo

da DNA Polimerase utilizada e esta apresentado nas Tabelas 3 e 4.

Tabela 3 - Programa no termociclador aplicado para as enzimas TIME HIFI
DNA Polimerase e Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase.

Etapas Temperatura e duracao Ciclos
Deantqragao 98°C durante 30s 1
Inicial
Desnaturagéo 98°C durante 10s 35
5°C abaixo da Temperatura de

Anelamento Melting durante 30s 35
Extenséo 72°C durante 30s/Kb 35
Extensao Final 72°C durante 10min 1

Fonte: Autora (2025).
Estdo apresentados as temperaturas e os tempos de duragéo utilizados em cada etapa da PCR,
além dos numeros de ciclos realizados.
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Tabela 4 - Programa no termociclador aplicado para as enzimas Easy Taq

DNA Polymerase.

Etapas Temperatura e duracao Ciclos
Desnaturacéo Inicial 95°C durante 5min 1
~ 35
Desnaturacao 95°C durante 30s

5°C abaixo da Temperatura de 35

Anelamento Melting durante 30s
~ 35

Extensao 72°C durante 30s/Kb
Extensao Final 72°C durante 10min 1

Fonte: Autora (2025).
A tabela apresenta as temperaturas e os tempos de duracéo utilizados em cada ciclo da PCR,
além dos nimeros de ciclos realizados em cada etapa.

Os produtos das PCRs obtidos com as enzimas Phusion™ High-Fidelity
DNA Polymerase e TIME HIFI DNA Polimerase foram usados nos procedimentos
de clonagem. As PCRs de colonia foram realizadas com a enzima Easy Taq DNA
Polimerase, com o DNA molde substituido por 2 uL de células rompidas por
choque térmico. Os produtos de PCR foram confirmados por eletroforese em gel
de agarose 1% (m/v), a 110 V durante 40 min.

Para o rompimento celular, 200 pL de células cultivadas em 5 mL do
Caldo Lisogénico, (LB, do inglés Lysogeny Broth) (10 g/L de triptona, 5 g/L de
extrato de levedura e 10 g/L de NaCl, pH 7,0) suplementado com antibi6tico
(quando necessario), foram centrifugados a 17.000 xg durante 1 min. Em
seguida o sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspensas em 10
puL de &gua ultrapura e entdo incubadas em gelo por 5 min. Posteriormente,
foram realizados 4 ciclos que consistiram em 1 minuto no micro-ondas seguido
por 30s no gelo. Apds os ciclos, as células rompidas foram novamente incubadas

em gelo durante 5 min e entdo utilizadas como molde na PCR de colonia.

3.2.2. Digestéo por enzimas de restri¢ao
As digestbes foram realizadas de acordo com o protocolo do fabricante
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das enzimas de restricdo. Em cada reacéo de digestado foram adicionados 800
ng de DNA e 1 pL de cada enzima de restricdo. Os componentes das digestdes
pelas enzimas da Thermo Fisher Scientific™ e da New England Biolabs (NEB),
assim como os seus respectivos volumes, estao indicados na Tabela 5. Em todas
as reac0Oes, o volume total de enzimas de restricdo ndo ultrapassou 10% do
volume total da reacdo. O tampéao de digestdo das enzimas da Thermo Fisher
Scientific™ foi o FastDigest 10x e o tampao de digestdo das enzimas da NEB
variou de acordo com a enzima e foi escolhido com base nas informacgdes do
fabricante.

Na reacao de digestdo dos plasmideos, além das enzimas de restricao,
foi adicionado 1 pL da FastAP, a qual desfosforila as extremidades de DNA
resultante da digestdo com a finalidade de impedir que a parte que foi removida
na digestéo se ligue novamente ao plasmideo (Ribeiro, et al., 2024). Na reacéo
de digest&o de sequéncias resultantes de PCR, foi adicionado 1 pL a Dpnl para
digestdo do molde da PCR (Yang, et al., 2022). A temperatura e o tempo de
incubacédo variaram de acordo com a enzima utilizada. Todas as reacdes de
digestao foram purificadas com kit comercial e o produto de DNA resultante foi
guantificado.

Tabela 5 - Componentes das reacdes de digestdo por enzimas de

restricao.
Componentes da Reacgéo Quantidades

DNA 800 ng
FastDigest Buffer 10x ou Tampao NEB10x 4,0 uL
Enzima de Restrigéo 1,0 pL
FastAP (plasmideo) ou Dpnl (produto de 10uL
PCR) o H

H20 Completar a 40 pL

Fonte: Autora (2025).
A tabela apresenta os componentes das rea¢des de digestdo e suas respectivas quantidades.
Os componentes variaram de acordo com a enzima utilizada e com o DNA a ser digerido.
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3.2.3. Ligacdo de sequéncias de DNA pela T4 DNA Ligase

Os componentes das reacfes de ligacao foram: 1 puL do tampé&o 10x T4
Buffer, 0,5 uL da T4 DNA Ligase e agua ultrapura para completar os 10 uL de
reacdo. As quantidades de plasmideo e insertos foram calculadas nos sites
Ligation Calculator Insilico (http://www.insilico.uni-duesseldorf.de/Lig_Input.html)
e Ligation Calculator MDApp (https://www.mdapp.co/ligation-calculator-545).
Para todas as reacfes de ligacdo foi realizado um controle negativo, o qual
consistiu nos mesmos componentes da ligacao exceto pelos insertos, que foram
substituidos por agua. As reacfes de ligacdo e controle negativo foram

incubadas a 22°C durante 2 h.

3.2.4. Producéo de células de Escherichia coli quimicamente
competentes

Para a producédo de células de E. coli quimicamente competentes, as
bactérias foram inoculadas a uma densidade 6tica a 600 nm (DO600) entre 0,03-
0,05 em 100 mL de meio LB liquido e incubadas a 37°C e agitacéo de 220 rpm
até atingirem DO600 entre 0,3-0,4. Em seguida, as bactérias foram transferidas
para 2 tubos de centrifugacdo de 50 mL, previamente resfriados em gelo, e
centrifugadas durante 10 min a 5.000 xg e 4°C. Ap6s o descarte do
sobrenadante, as bactérias foram ressuspensas em 20 mL de CaCl2 0,1 M
também previamente resfriado em gelo. As bactérias foram incubadas no gelo
durante 20 min, e entdo centrifugadas por 10 min a 5.000 xg a 4°C e
ressuspensas em 2 mL de CaClz2 0,1 M/ glicerol 10% (v/v). Foram realizadas
aliquotas das bactérias quimicamente competentes, as quais foram

armazenadas em ultra freezer a -80°C.

3.2.5. Transformacgao de E. coli por choque térmico

As transformacbes de E. coli quimicamente competentes foram
realizadas da seguinte maneira: foram adicionados 50 pL das células
competentes a 10 pL de reacéo de ligagdo. A mistura foi incubada em gelo por
30 min. Apoés, a mistura foi submetida a choque térmico por incubacdo em banho-

maria a 42°C por 30s seguida de incubacdo em gelo por 2 min. Posteriormente,
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adicionou-se 250 pL do meio SOC (triptona 20 g/L, extrato de levedura 5 g/L,
NaCl 0,584 g/L, KCI 0,186 g/L, MgSO4 2,4 g/L, e glicose 0,4% (m/v) pH 7,5). A
mistura foi incubada por 1 h, a 37°C e 220 rpm.

As bactérias resultantes da transformacédo foram plaqueadas em meio
LB-agar suplementado com o antibiético cujo gene de resisténcia encontra-se no
plasmideo usado. As placas permaneceram em estufa bacteriolégica a 37°C
durante 12 h. Apds este periodo, as colonias potencialmente transformantes
foram inoculadas em meio LB liquido suplementado com o mesmo antibiotico e
incubadas a 37°C e 220 rpm por 12 h. Posteriormente, os plasmideos foram
extraidos das culturas para confirmacédo da correta construcéo por digestédo e
sequenciamento. Apos a confirmacao, as coldnias positivas foram estocadas em

glicerol 20% (v/v) em ultra freezer a -80°C.

3.2.6. Producéo de B. subtilis competente

Inicialmente, as células de B. subtilis foram inoculadas em 20 mL de
meio SpC (20 mL de T Base — (NH4)2S04 2 g/L, K2HPO4-3H20 18,3 g/L, KH2PO4
6 g/L, citrato de s6dio.2H20 1 g/L —, 0,2 mL de glicose 50% (m/v), 0,3 mL de
MgS0a4-3H20 1,3% (m/v), 0,4 mL de extrato de levedura 10% (m/v), 0,5 mL de
casaminoacidos 1% (m/v) e triptofano 20 pg/mL) a uma DO600 de 0,5 e
incubadas a 37°C e 220 rpm. Quando as bactérias atingiram a fase estacionaria
de crescimento, 2 mL da cultura foram inoculados em 200 mL meio Spll pré-
aguecido (200 mL de T Base, 2 mL de glicose 50% (m/v), 14 mL de MgSOa4-3H20
1,3% (m/v), 2 mL de extrato de levedura 10% (m/v), 2 mL de casaminoacidos 1%
(m/v), 1 mL de CaCl2 0,1 M e triptofano 20 pg/mL). A mistura foi incubada a 37°C
e 180 rpm durante 90 min. Em seguida, as células foram transferidas para 4
tubos de centrifugacdo de 50 mL e centrifugadas a 8.000 xg durante 5 min a
temperatura ambiente. O sobrenadante foi realocado para um recipiente estéril.
As células foram ressuspensas em um total de 12 mL do sobrenadante mais 8
mL de glicerol 50% e ent&o foram aliquotadas e armazenadas em ultra freezer a
-80°C. (Bron, et al.; 1999).
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3.2.7. Transformacédo de B. subtilis

Nesta etapa, foram adicionados entre 500 e 1.500 ng de plasmideo a
250 uL de células de B. subtilis competentes, as quais foram descongeladas em
banho-maria a 37°C. Em seguida, foram adicionados 250 pL de meio Spll +
EGTA (200 mL de Spll sem CaCl2 e 4 mL de EGTA 0,1 M, pH 8,0). A mistura foi
incubada durante 2 h a 37°C e 220 rpm. Por fim, as células foram plaqueadas
em meio LB solido suplementado com o antibiético especifico para o plasmideo
em uso, e incubadas em estufa bacterioldgica a 37°C durante 12 h. (Bron, et al.;
1999; Vojcic, et al., 2012). As transformagdes foram confirmadas por PCR de
colénia ou através da PCR do DNA gendmico extraido das colonias resultantes
do processo, seguido pelo sequenciamento das PCRs. Com isso, 3 colbnias

positivas foram estocadas em glicerol 20% (v/v) em ultra freezer a -80°C.

3.3. Quantificacdo de Acucares Redutores

Neste trabalho, a quantificacdo de glicose, apds determinados cultivos,
foi realizada através do método colorimétrico DNS. Este método permite a
identificacdo de acucares redutores que, assim como a glicose e a frutose, sao
acucares que possuem a capacidade de reduzir outras substancias devido a
presenca de um aldeido ou cetona livre em sua estrutura (Franco, et al.; 2021).
Este método tem como base a reacdo entre o Acido 3,5-dinitrosalicilico e o
acUcar redutor gerando o Acido 3-amino-5-nitrosalicilico o qual absorve luz a
540nm (Teixeira; Santos, 2022). Para isto, foram misturados 500 puL de amostra
(sobrenadante do cultivo) com 500 pL do reagente DNS. A mistura foi incubada
em banho seco a 100°C durante 10 min e, em seguida foi adicionado 0,5 mL de
agua ultrapura. Com isso, foi medida a absorbancia das amostras resultantes no
comprimento de onda 540 nm. A quantificacdo da glicose teve como base a

curva padréo construida a partir de diferentes concentracdes de glicose.
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3.4. Sistemade Lise Programada

O Sistema de Lise Programada (SLP) € composto por dois plasmideos
integrativos em B. subtilis. Um destes plasmideos carrega os genes 14 e 15 que
compdem o Operonl14-15. J4 o outro plasmideo contém o gene repérter e 0 gene
que codifica a Serina Integrase 13. A Integrase 13, quando sintetizada, deve
inverter o sentido de codificacdo do Operonl4-15 que, inicialmente, esta
codificado no sentido oposto ao do promotor que guia a sua transcricao e esta
flanqueado pelos sitios de reconhecimento da Integrase 13. Com isso, o
Operonl4-15 passard a ser codificado no mesmo sentido do promotor e a
expressado dos genes 14 e 15 sera ativada.

Estes genes tém como origem o bacteriéfago de Bacillus sp denominado
Phi29 (Meijer, et al., 2001). O gene 14 codifica uma proteina Holina e o gene 15
codifica a enzima Peptidoglicano Hidrolase. A Peptidoglicano Hidrolase é
responsavel pela hidrolise do peptidoglicano e a Holina forma poros na
membrana da bactéria, dessa forma, a combinacdo das duas enzimas deve
resultar na lise eficaz da B. subtilis (Meijer, et al., 2001).

O plasmideo integrativo que carrega o gene repérter e 0 gene que
codifica a Integrase 13 é o pBS1C (Figura 4) (Radeck et al., 2013). Este vetor
integra no locus amyE do genoma da bactéria B. subtilis e fornece resisténcia
aos antibioticos ampicilina em E. coli e cloranfenicol em B. subtilis. O plasmideo
que carrega o Operonl4-15 é o pBS2E (Figura 5) o qual é integrativo no locus
lacA do genoma da B. subtilis e fornece resisténcia aos antibiéticos ampicilina

em E. coli e eritromicina em B. subtilis (Radeck et al., 2013).



34

Figura 4 - Mapa do plasmideo pBS1C.

BioBrick suffix
\

,chloranphenicol resistance cat CDS

pBS'I C-[RFP]. xdna - amy-back_amyE_C0S
7174 bp ol

Fonte: Banco de dados do grupo pesquisa SynBio UNESP-Araraquara (2021).

Neste mapa, as sequéncias homologas responsaveis pela integracdo do plasmideo no genoma
da bactéria estdo apresentadas como amy-front_ amyE CDS e amy-back amyE CDS. As
unidades de transcricdo dos genes que codificam a Integrase 13 a proteina repérter foram
inseridas entre o Biobrick prefix e o Biobrick suffix indicados no mapa, substituindo a unidade de
transcri¢céo da Proteina Vermelho Fluorescente (RFP, do inglés Red Fluorescent Protein).

Figura 5 - Mapa do plasmideo pBS2E.

Term BioBrick prefix
+

ADp_RCom

pBs2E-[RFP].xdna

7327 bp

ampicillin resistance bla CDS

Fonte: Banco de dados do grupo pesquisa SynBio UNESP-Araraquara (2021).

As sequéncias homologas que promovem a integracao do plasmideo no genoma da B. subtilis
estdo apresentadas como lacA’ e ‘lacA. A unidade de transcricdo do Operonl14-15 foi inserida
entre o Biobrick prefix e Biobrick suffix substituindo a unidade de transcri¢cdo da RFP.
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No proximo topico estdo descritas as metodologias aplicadas na
construcdo do Sistema de Lise Programada e suas variacdes. Os mapas dos

plasmideos construidos estéo apresentados nos Apéndices.

3.4.1. Sistema de Lise Programada com Promotores Fracos

responsivo a Repressao Catabdlica por Carbono - SLP(-).

3.4.1.1. Construcéo do plasmideo que contém o Operon14-15sob controle do
promotor fraco SP133 (pBS2E-SP133-Operonl14-15)

As sequéncias de nucleotideos correspondentes ao gene 14 (Gene ID:
6446519) e gene 15 (Gene ID: 6446520) foram obtidas a partir do NCBI e usadas
para construir a sequéncia do Operonl4-15, contendo os genes 14 e 15
controlados pelo promotor sintético SP133. As sequéncias dos dois genes foram
codificadas na fita reversa e flanqueadas pelos sitios de reconhecimento da
integrase attP e attB. Desta forma, a agédo da enzima deve inverter o sentido dos
genes, colocando-os no mesmo sentido do promotor. Além disso, foram
adicionados os sitios da EcoRI e Xbal a montante do promotor e os sitios da
Spel e Pstl a jusante ao terminador da transcricdo dos genes. A unidade de
transcricdo do Operonl14-15 foi sintetizada pela empresa Twist Bioscience.

Esta unidade de transcricdo foi amplificada por PCR e digerida pelas
enzimas EcoRI e Pstl. O plasmideo pBS2E foi digerido pelas mesmas enzimas
e entdo foi realizada a ligacdo das duas partes na proporgao 1:5
(plasmideo:inserto). O plasmideo resultante da ligacdo foi usado para
transformar E. coli TOP10. As colbnias obtidas ap6s o processo de
transformacao tiveram seus plasmideos extraidos e digeridos pelas enzimas
EcoRI e Pstl a fim de identificar o plasmideo potencialmente positivo. Os
fragmentos de DNA resultantes das digestbes foram verificados através da
eletroforese das mesmas em gel de agarose 1% (m/v). Em seguida, 0s
plasmideos potencialmente positivos foram sequenciados.

Apos confirmacao da sequéncia positiva, 1.500 ng do plasmideo pBS2E-
SP133-Operonl14-15 foram usados para transformar a linhagem B. subtilis KO7.

A transformacéao foi confirmada por sequenciamento da PCR de colbnia.
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3.4.1.2. Construcdo do plasmideo que contém o gene que
codifica a Integrase 13 sob controle do promotor fraco SP130 (pBSIC-
SP130-INT13)

Primeiramente, foi construido o plasmideo contendo o gene que codifica
a Integrase 13 e os sitios CRE (pBSIC-SP130-INT13) para, posteriormente, ser
adicionado o gene repdrter ao mesmo. As primeiras tentativas de construir o
plasmideo pBSIC-SP130-INT13 envolveram a ligacdo de 3 partes: vetor,
promotor SP130 e o gene que codifica a Integrase 13. Para isto, o promotor foi
obtido na forma de oligonucleotideos fitas direta e reversa as quais foram
aneladas. Localizados a montante a sequéncia do promotor estavam o sitio de
restricdo da enzima EcoRI e os dois sitios CRE, e a jusante ao promotor estava
o sitio da Xhol. Para o anelamento das duas fitas, estas foram misturadas pela
adicdo de 10 pL de cada a 100 uM e 80 uL de &gua livre de nucleases. A mistura
foi incubada a 100°C durante 10 min em banho seco e resfriada vagarosamente
até a temperatura ambiente.

O gene que codifica a Integrase 13 foi amplificado por reacdo de PCR.
O molde utilizado foi um plasmideo replicativo em E. coli previamente construido
por Franco et al. (2023). O primer direto adicionou o sitio da enzima Xhol e a
sequéncia do Sitio de Ligacao do Ribossomo RO (Guiziou et al., 2016). O primer
gue anela na fita reversa adicionou os sitios das enzimas EcoRI e Xbal.

Para a ligacdo, o plasmideo pBS1C foi digerido pelas enzimas EcoRI e
Spel, a sequéncia do promotor foi digerida pelas enzimas EcoRl e Xhol, e o gene
da Integrase 13 foi digerido pela Xhol e a Xbal. Considerando que as
extremidades resultantes das digestdes pela Spel e Xbal sdo complementares,
esperava-se que as trés partes fossem se ligar e resultar no pBSIC-SP130-
INT13. A ligacdo foi realizada na proporcdo utilizada foi de 1:10:3
(plasmideo:promotor:gene). Com apenas resultados negativos nesta clonagem,
optou-se por mudar a estratégia para realizar a construcao por etapas. A primeira
etapa consistiu na insercao do gene da Integrase 13. O gene foi amplificado por
PCR ja com a adicdo do RBS pelo primer direto. O produto resultante e o

plasmideo pBS1C foram digeridos pelas enzimas Xbal e Spel e entdo foi
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realizada a ligacdo entre as partes na propor¢cdo 1:5 (plasmideo:inserto). O
plasmideo resultante foi usado para transformar células competentes de E. coli
TOP10. A construcédo foi confirmada pelo sequenciamento dos plasmideos
extraidos das colbnias resultantes da transformacao.

Na segunda etapa, foi realizada a insercéo do promotor e dos sitios CRE
ao plasmideo. Para isto, foi realizada uma PCR deste plasmideo. Durante a
PCR, o primer reverso adicionou o promotor com os sitios CRE. Tanto o primer
reverso como o direto adicionaram o sitio de restricdo da Spel para circularizacédo
do produto. Apds a confirmacgdo da PCR por eletroforese em gel de agarose 1%
(m/v), o plasmideo foi digerido pela Spel e sua forma circular foi reestabelecida
através da reacédo de ligacdo pela T4 DNA ligase. O produto da ligagéo foi usado
para transformar E. coli TOP10 quimicamente competente.

Os plasmideos das colbnias resultantes da transformacdo foram
extraidos a fim de verificar se a clonagem foi bem-sucedida. O primeiro teste
consistiu na digestdo destes plasmideos pelas enzimas de restricdo Spel e
Eco31l. Foi selecionado um plasmideo de uma col6nia potencialmente positiva

e este plasmideo foi sequenciado para confirmacéo da construcao.

3.4.2. Construcao do plasmideo contendo o gene repdrter

Com o objetivo de testar a funcionalidade do Sistema de Lise
Programada, foi escolhida a Proteina Verde Fluorescente (sfGFP) como
repérter. Esta proteina permite que o sistema seja testado através da medida de
fluorescéncia intra- e extracelular e a comparacao entre os valores indicara se a
sfGFP estara sendo liberada para o meio extracelular. Com isso, a construgao
do plasmideo contendo o gene reporter consistiu na clonagem deste gene no
plasmideo pBS1C-SP130-INT13 previamente construido, a fim de gerar o
plasmideo pBS1C-SP130-INT13-sfGFP.

Para isto, um plasmideo replicativo contendo o gene que codifica a
sfGFP sob controle do promotor Pyeg foi digerido pelas enzimas Spel e Xbal para
possibilitar a obtencdo da unidade de transcricdo da sfGFP. Ja o plasmideo
pBS1C-SP130-INT13 foi digerido pela enzima Spel. Os produtos das reacdes

foram purificados a partir de gel de agarose 1% (m/v) utilizando o kit comercial,
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e usados em reacdo de ligacdo entre as duas partes na propor¢cdo 1:5
(plasmideo:inserto). A ligacdo foi usada para transformar E. coli TOP10. A
selecéo das col6nias positivas foi realizada pela analise de fluorescéncia sob a
luz negra. As coldnias que emitiram fluorescéncia foram consideradas positivas.
Adicionalmente, a confirmacdo do tamanho do plasmideo construido foi
realizada através da digestdo do plasmideo extraido de E. coli TOP10 pelas
enzimas Bsal e Spel. A seguir, 1.500 ng do plasmideo positivo foram usados
para transformar B. subtilis KO7 lacA::Operon14-15. A selegcdo das colbnias
positivas também foi realizada através da andlise de fluorescéncia sob a luz

negra.

3.4.3. Sistema de Lise Programada com Promotores Fortes
responsivo a Repressao Catabdlica por Carbono - SLP(+).TP2

3.4.3.1. Construcao do plasmideo que contém o Operon14-15
sob controle do promotor forte Pveg (PBS2E-Pveg-Operon14-15)

O promotor Pyeg foi obtido na forma de oligonucleotideos fita direta e
reversa as quais foram aneladas. Além da sequéncia do Pveg, as fitas
apresentavam a sequéncia do sitio de restricdo da enzima Sall e as
extremidades complementares as extremidades resultantes da digestédo pelas
enzimas Xbal e Xhol.

Para a adicdo do promotor Pveg para o controle da transcricdo do
Operonl4-15, o plasmideo pBS2E-SP133-Operonl4-15 foi digerido pelas
enzimas Xbal e Xhol, o que removeu o promotor SP133.

Para que fosse possivel ocorrer a ligacéo entre o plasmideo digerido e
desfosforilado e 0 Pvweg, a sequéncia do Pveg resultante do anelamento foi
fosforilada em reacdo contendo1.000 ng da sequéncia anelada, 5 puL do tampéao
da T4 DNA Ligase, 1 puL da enzima T4 Polinucleotideo Quinase e 43,35 uL de
agua ultrapura para completar 50 uL de reagéo. A reacao foi incubada a 37°C
durante 1 h e inativada a 65°C durante 20 min. A reacao de ligacao entre as duas
partes foi realizada na proporcdo 1:100 (plasmideo:inserto). O plasmideo
resultante da ligacéo foi usado para transformar E. coli TOP10.
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Os plasmideos das coldnias resultantes do processo de transformacgéo
foram extraidos e digeridos pela enzima Sall a fim de testar a transformacéo e
selecionar plasmideos para serem sequenciados. Os fragmentos resultantes da
digestdo foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1% (m/v). Os
plasmideos potencialmente positivos foram sequenciados. O plasmideo pBS2E-
Pveg-Operon14-15 (1.500 ng) foi entdo usado para transformar B. subtilis KO7,
sendo a transformacao confirmada pelo sequenciamento da PCR de colbnia das

colonias resultantes do processo.

3.4.3.2. Construcao do plasmideo que contém o gene que
codifica a Integrase 13 sob controle do promotor forte TP2 (pBS1C-TP2-
INT13-sfGFP)

O promotor TP2 foi adicionado ao plasmideo pBS1C-SP130-INT13-
sfGFP, substituindo o promotor SP130, através da reacdo de PCR na qual o
primer reverso carregou a sequéncia do mesmo, além do sitio de restricdo da
enzima Xbal. Tanto o primer direto como o reverso adicionaram o sitio da enzima
de restricdo Sfil. O produto da PCR foi purificado diretamente do gel de agarose
1% (m/v) e entdo digerido pela enzima Sfil. Posteriormente, o plasmideo foi
circularizado através da ligacdo com a T4 DNA Ligase das extremidades
resultantes da digestéo pela Sfil e entdo usado para transformar E. coli TOP10.

Os plasmideos obtidos na transformacédo de E. coli TOP 10 foram
extraidos e digeridos pelas enzimas Xbal e Xhol a fim de realizar o teste prévio
da clonagem e selecionar quais plasmideos seriam sequenciados. O plasmideo
positivo foi usado (1.500 ng) para transformar B. subtilis KO7 e B. subtilis KO7
lacA::Pveg-Operonl14-15. As transformagBes foram confirmadas através do
sequenciamento da PCR de colénia das coldnias fluorescentes sob luz azul

resultantes do processo.

3.4.4. Sistema de Lise Programada com Promotores Fortes

induzido por Quérum Sensing — SLP(+).Psrta
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3.44.1. Construgcdo do pBS1C-Psria-INT13-sfGFP

A fim de preparar o plasmideo pBS1C que contém o gene da Integrasel13
para a adicdo do promotor Psta, 0 plasmideo pBS1C-SP130-INT13 foi
amplificado por PCR de forma que os sitios CRE, assim como o promotor SP130,
foram removidos e os primers adicionaram os sitios de restricdo das enzimas Sfil
e Xbal. A sequéncia do promotor Psia foi obtida através da PCR do DNA
gendmico da bactéria B. subtilis 168 na qual os primers também adicionaram os
sitios destas enzimas.

Portanto, tanto o plasmideo como o promotor foram digeridos pela Sfil e
Xbal. Ambos foram ligados pela T4 DNA Ligase na proporc¢éo 1:50 (plasmideo:
inserto). O plasmideo resultante da ligacdo foi inserido em E. coli TOP10 por
transformacdo por choque térmico. Os plasmideos extraidos das coldnias
resultantes da transformacéo foram sequenciados e o plasmideo positivo (1.500
ng) usado para transformar B. subtilis KO7 lacA::Pveg-Operonl4-15. A
transformacao foi confirmada pelo sequenciamento da PCR do DNA gendmico

das colbnias resultantes da transformacéo.

3.4.5. Predicdo das taxas de traducdo dos genes que

compdem o Sistema de Lise Programada

A taxa de traducao dos genes 14 e 15 e do gene que codifica a Integrase
13 foi predita in silico através do Ribosome Binding Site (RBS) Calculator
(https://salislab.net/software/predict_rbs_calculator). (Salis, 2011). Este método
calcula a Energia Livre de Gibbs da ligacdo entre o Ribossomo e o seu sitio de
ligacdo (RBS) e correlaciona a alteracdo desta energia com a taxa de iniciagao
da traducdo da proteina codificada pelo gene (Salis; Reis, 2020). Desta forma,
foi fornecida como entrada a sequéncia do mRNA resultante de cada unidade de
transcricdo e, com isso, o software gerou a taxa de traducdo para cada codon

inicial.

Além disso, utilizando o RBS Calculator e o software Benchling, foram
simuladas algumas alteracdes nas sequéncias adjacentes aos RBSs dos genes

14 e 15 com intuito de aumentar a taxa de tradugao dos mesmos. A partir disso,
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foi proposta a delecdo de 2 e de 3 nucleotideos na regido 5’-UTR dos genes 14
e 15 respectivamente, sendo que estes nucleotideos estavam localizados

préximos ao RBS dos dois genes.

A unidade de transcricdo do Operonl14-15 contendo as duas mutagcdes
foi obtida na forma de gBlock (Twist Bioscience) e clonada no plasmideo
integrativo pBS2E. Além disso, foi obtido um plasmideo contendo o Operonl4-
15 apenas com a delecao dos 3 nucleotideos na regido 5’-UTR do gene 15. Este
plasmideo foi obtido por mutacédo sitio-dirigida. As metodologias para as duas
construgdes estao descritas a seguir. Em ambas as construcdes, 0s genes que
compde o Operon continuam no sentido reverso ao promotor Pveg que controla

sua transcricao e flanqueados pelos sitios de reconhecimento da Integrase 13.

3.4.6. Construcao dos plasmideos contendo as mutagcfes nas

sequéncias 5'-UTR dos genes 14 e 15

3.4.6.1. Construcdo do plasmideo contendo apenas a delecéo
dos nucleotideos préximos ao RBS do gene 15 (pBS2E-Pveg-Operonl4-
15 mutacdolb)

O plasmideo pBS2E-P.eg-Operonl4-15 delecdol5 consistiu  no
plasmideo contendo a delegédo de 3 nucleotideos na sequéncia 5’UTR do gene
15. A delecéao foi realizada através da mutacéo sitio-dirigida (Bachman, 2013).
Os primers utilizados para realizar a mutacao sitio-dirigida foram gerados pelo
software PrimerX (https://www.bioinformatics.org/primerx/). Para isto, a
sequéncia do plasmideo a ser mutado foi adicionada como entrada no PrimerX,
assim como a posicdo dos 3 nucleotideos que seriam deletados. Com isso, o
software gerou os primers que foram adicionados na reacao de PCR para a
mutacdo. O protocolo da reacédo de PCR para a mutacdo e o programa utilizado
no termociclador foram os mesmos que os descritos para a Phusion™ High-
Fidelity DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific™).

Apés a PCR, foi adicionado 1 puL da enzima Dpnl a reacdo, a qual foi

incubada a 37°C durante 1h. Em seguida, foi realizada a transformacéo de E.
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coli TOP10 com 2 pL de plasmideo resultante da mutagcdo. Com isso, 0S
plasmideos extraidos das colénias de E. coli TP10 obtidas na transformacao
foram sequenciados a fim de confirmar a mutacéo sitio-dirigida. Além disso, o
plasmideo positivo foi digerido pelas enzimas Xbal e Spel com a finalidade de
conferir se estava do tamanho esperado (andlise por eletroforese em gel de
agarose 1% (m/v)).

Foram preparadas células competentes das linhagens de B. subtilis KO7
amyE::Integrase 13 controlado pelo promotor TP2 e responsiva a Represséo
Catabdlica por Carbono e da linhagem que contém este gene controlado pelo
promotor autoinduzivel Psia. Estas linhagens foram transformadas com 1.500 ng
do plasmideo pBSZ2E-P.eg-Operonl4-15 mutacdol5. A transformacéo foi
confirmada através do sequenciamento da PCR do DNA gendmico extraido das
coldnias resultantes da transformagé&o. Estas duas linhagens permitiram testar e
comparar a ativacdo do sistema quando o mesmo responde a Repressdo

Catabolica por Carbono e induzido por Quérum Sensing.

3.4.6.2. Construcao do plasmideo contendo as delecdes dos
nucleotideos proximos aos RBSs dos genes 14 e 15 (pBS2E-Pveg-
Operonl4-15_ mutacao 14+15)

A unidade de transcricdo do Operonl4-15 contendo as dele¢bes nas
regides 5’ UTR dos genes 14 e 15 foi comprada na forma de gBlock. Com isso,
esta sequéncia foi amplificada por PCR. Posteriormente, o produto da PCR foi
digerido pelas enzimas de restricdo EcoRlI e Pstl. O plasmideo integrativo pBS2E
também foi digerido pelas mesmas enzimas. Com isso, foi realizada a ligagédo
entre o plasmideo e a unidade de transcricdo do Operon14-15 com as delecdes,
na proporcdo 1:3 (plasmideo: inserto). O plasmideo resultante da ligagéo foi
inserido em E. coli TOP10 quimicamente competente através da transformacéo
por choque térmico.

Os plasmideos extraidos da E. coli TOP10, ap0s o processo de
transformacao por choque térmico, foram digeridos pelas enzimas EcoRI e Pstl
e sequenciados. Com isso, 1.500 ng do plasmideo pBS2E-Pyeg-Operon14-15
mutacdol14+15 foi inserido na linhagem de B. subtilis KO7 que contém o gene
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da Integrasel3 sob controle do promotor TP2 e responsiva a Represséo
Catabolica por Carbono. A transformacéo foi confirmada pela PCR do DNA

gendmico extraido das colbnias resultantes da transformacéo.

3.4.7. Validacéo dos Sistemas de Lise Programada

3.4.7.1. Sistema de Lise Programada responsivo a Repressao
Catabdlica por Carbono

A validacdo do Sistema de Lise Programada responsivo a Represséo
Catabolica por Carbono consistiu no cultivo das linhagens que possuem o
Sistema de Lise Programada completo (SLP), ou seja, contém as unidades de
transcricdo do gene da Integrase 13 sob controle da Represséo Catabolica por
Carbono, do gene que codifica a proteina reporter sfGFP e do Operon14-15 cujo
sentido est& na fita reversa ao promotor que controla sua transcricédo, sendo que
todas estéo integradas no genoma da bactéria. Além disso, também foi cultivado
um controle negativo. Esta linhagem apresenta apenas as unidades de
transcricdo do gene da Integrase 13 e do gene reporter sfGFP integrados ao seu
genoma. Portanto, ela apresenta o Sistema de Lise Programada Incompleto
(SLPI) e produz a sfGFP no meio intracelular. Foi desenvolvido um controle
negativo para cada promotor testado.

A fim de avaliar o crescimento, a producdo da proteina repérter e a
funcionalidade do Sistema de Lise Programada, as linhagens foram cultivadas
em meio MP (extrato de levedura 1 g/L, NaNOs 25 g/L, KH2PO4 0,333 g/L,
MgS04.7H20 0,15 g/L, CaCl2 0,0075 g/L, MnSO4.H20 0,006 g/L, FeS04.7H20
0,006 g/L, Na2HPO4.12H.O 0,1% (v/v), pH 7,0) e LB. Os meios foram
suplementados com glicose 3% ou 0,5% (m/v).

Para o cultivo em LB, as linhagens, que estavam estocadas em
ultrafreezer a -80°C, foram inoculadas em tubos de ensaio contendo 5 mL de
meio suplementado com glicose 6% (m/v), cloranfenicol 5 ug/mL e eritromicina
1 pg/mL (para o controle negativo o antibidtico adicionado foi apenas o
cloranfenicol 5 pg/mL). As bactérias foram incubadas a 37°C e 220 rpm durante

15h. Apds este periodo, estes cultivos foram usados para inocular tubos de
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ensaio contendo 6 mL de LB suplementados com glicose 3% ou 0,5% (m/v) sem
antibiotico. O volume de inoculo foi calculado para que as culturas iniciassem
com densidade otica a 600nm (DO600) igual a 0,05.

Para o cultivo em MP, as linhagens também foram inoculadas
diretamente do estoque a -80°C em 5 mL de LB suplementado com glicose 6%
(m/v), cloranfenicol 5 pg/mL e eritromicina 1 pg/mL (no cultivo do controle
negativo nao foi adicionado eritromicina) e incubadas a 37°C e 220 rpm. Apés
15h, 100 pL destes cultivos foram inoculados em tubos de ensaio contendo 5 mL
de MP suplementado com glicose 6% (m/v), cloranfenicol 5 pg/mL e eritromicina
1 pg/mL (para o controle negativo foi mantido apenas o cloranfenicol) e
incubados a 37°C e 220 rpm durante 15h. Esta etapa teve como objetivo adaptar
as linhagens ao MP antes do inicio do cultivo uma vez que estas foram estocadas
em LB. Com isso, as linhagens foram inoculadas a DO600 de 0,05, em tubos de
ensaio com 6 mL de MP suplementado com glicose 3% ou 0,5% (m/v) sem
antibiético.

Com relacao a validacao do SLP contendo as dele¢des nos nucleotideos
adjacentes as regides RBS dos genes 14 e 15, os in6culos foram inicialmente
cultivados em placas de LB suplementado com 6% (m/v) de glicose, por um
periodo de 12 horas. Posteriormente, foram transferidos para tubos de ensaio
contendo meio MP suplementado com 6% (m/v) de glicose e incubados a 37 °C,
sob agitacéo de 220 rpm, por 7 horas. m seguida, o cultivo foi ajustado para uma
DO600 de 0,05 em tubos de ensaio contendo 6 mL de meio MP suplementado
com 3% (m/v) de glicose, isento de antibidtico.Todos os cultivos foram realizados
em triplicata biolégica (foram cultivadas 3 colonias de cada linhagem) e
incubados a 37°C e 220 rpm. Foram retiradas amostras durante o cultivo e, a
cada amostra retirada, foram analisados o crescimento (DOsoo) e a fluorescéncia
do meio de cultivo e das células nos comprimentos de onda respectivos da
SfGFP (excitacao a 485nm e emissao a 535nm) (Overkamp et al., 2013). Para a
determinacao da fluorescéncia, as células e o meio de cultivo foram separados
por centrifugacédo (17.000 x g, 20 min, a 4°C). Em seguida, as células foram
ressuspensas em solugao salina 1% (m/v), sendo a DOsoo padronizada entre as

triplicatas. A fluorescéncia foi normalizada pela DOsoo € tomada como medida
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para a comparagao entre a SfGFP intracelular e a extracelular (fluorescéncia do
meio de cultivo).

Tanto para os cultivos em LB quanto em MP, foram realizadas PCRs
com DNA gendmico extraido das células apds 48 horas de cultivo. O objetivo
das PCRs foi identificar se o Operonl4-15 teve seu sentido invertido pela
Integrase 13 no DNA. Para isto, as PCRs foram realizadas com dois pares de
primers, um desses pares gera produto se o Operonl4-15 foi recombinado
(flipado), enquanto o outro par gera produto apenas se o Operonl4-15 nao foi
recombinado (n&o flipado).

Para garantir que haveria um namero suficiente de células viaveis para
a extracao do gDNA, no ponto de 48h, 300 ul dos cultivos foram inoculados em
tubos de ensaio com 6 mL do meio de cultivo (LB ou MP) com glicose 6% e
incubados a 37°C durante 16h. A extracdo do gDNA das células resultante do
ponto de 48h foi realizada a partir deste cultivo. Como a atividade de
recombinacédo da Integrase 13 nao é reversivel, o novo cultivo ainda deve refletir

qualquer alteracdo genémica existente ao final do cultivo anterior.

3.4.7.2. Sistema de Lise Programada com Promotores Fortes

induzido por Quérum Sensing — SLP(+).Psrta

As linhagens de B. subtilis que contém o Sistema de Lise Programada
com Promotores Fortes Induzido por Quérum Sensing completo (SLP) e seu
controle negativo (SLPI) a qual produz sfGFP no meio intracelular foram
cultivadas em MP suplementado com glicose 3% (m/v). Nesta variacdo do
sistema, o promotor Pveg continua controlando a expresséo do Operonl4-15e o
Psria controla a expressao do gene que codifica a Integrase 13.

Para o cultivo, as células foram inicialmente inoculadas, a partir do
estoque a -80°C, em tubos de ensaio com 5 mL de MP suplementado com
glicose 6% (m/v) e cloranfenicol 5 pg/mL e eritromicina 1 pg/mL (no cultivo do
controle negativo, o unico antibiético adicionado foi cloranfenicol 5 pg/mL). As
células foram mantidas a 37°C durante 7h. Esta pré-cultura foi realizada

diretamente em MP e incubada por menos tempo que nos cultivos das demais
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linhagens, com o objetivo de evitar que as bactérias alcancem a transi¢éo entre
as fases exponencial e estacionarias ja na pré-cultura, o que causaria a ativacao
precoce do sistema. Apds as 7h de incubacéo, as células foram centrifugadas
(17.000 xg, a 4°C durante 10min) e ressuspensas em 1 mL de MP com glicose
6% (M/V).

A lavagem com meio fresco teve como finalidade evitar que o ComX,
peptideo-sinal que atua na inducéo do promotor, fosse carregado ao cultivo uma
vez que é exportado para o meio extracelular, o que poderia levar a ativagéo
precoce do sistema (Xu et al., 2021). Em seguida as células foram inoculadas
em tubos de ensaio com 6 mL de MP suplementado com glicose 3% (m/v). O
volume de ind6culo foi calculado para que os cultivos iniciem com a DO600 de
0,05. Todos os cultivos foram realizados em triplicata biologica e as medidas de
crescimento, producao e exportacao de sfGFP e PCRs do DNA gendmico foram

realizadas como anteriormente.

3.4.8. Cultivo em Pioreactor

A linhagem contendo o Sistema de Lise Programada completo,
responsivo ao Sistema de Repressdo Catabdlica por Carbono, com os
promotores fortes TP2 e Pyeg, € portadora da delecdo dos 3 nucleotideos na
regido adjacente ao RBS do gene 15, assim como o controle negativo, foram
cultivadas em Pioreactor. O Pioreactor € um mini biorreator, com volume maximo
de 20 mL e volume util de 15 mL, controlado por uma placa Raspberry Pi (Garcia
et al., 2025).

A escolha do cultivo em Pioreactor se deve ao fato de que este fornece
leituras de DO600, taxa de crescimento especifica (h™) e densidade Optica
normalizada (DO600/DO600 inicial), em tempo real, ao longo de todo o cultivo.
Além disso, o objetivo deste cultivo foi avaliar a ativacdo do Sistema de Lise
Programada em diferentes condi¢cbes de cultivo, visando a otimizacdo do
sistema. Para tal, o preparo do inoculo foi realizado da mesma forma que a
descrita no item 3.9.4. As linhagens foram inoculadas em Pioreactors contendo

14 mL de MP suplementado com glicose 3% (m/v). O volume de in6culo foi
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calculado de modo a iniciar os cultivos com DO600 igual 0,05. Foram coletadas
amostras no inicio do cultivo (Oh) e apds 24 e 48 horas de cultivo para serem
realizadas leituras de DO600, fluorescéncia das células e do meio de cultura em

leitora de microplacas, além da quantificacdo de acucares redutores por DNS.

3.4.9. Anélise Estatistica

Foram realizadas andlises estatisticas dos valores maximos de
fluorescéncia intra- e extracelular, da DO600 e da concentracao de glicose (g/L)
em todos os cultivos. Para isto, foi aplicado o software JASP (Jeffreys’s Amazing
Statistics Program) (Love et al., 2019; Ahour, 2024). No JASP, foram executadas
andlises descritivas por meio do teste de Shapiro—Wilk, seguidas da aplicacédo
de ANOVA e dos testes post-hoc de Tukey (para dados paramétricos) e Games—
Howell (para dados ndo paramétricos), adotando-se nivel de significancia de
0,05. O teste de Shapiro—Wilk foi utilizado para verificar a normalidade dos
dados, enquanto a ANOVA indicou a existéncia de diferencas estatisticas entre
os grupos (Monter-Pozos; Gonzéles-Estrada, 2024; Agbangba et al., 2024).
Adicionalmente, o teste de Levene foi aplicado para avaliar a homogeneidade
das variancias entre os grupos (Katsileros, et al., 2023). Por fim, os testes de
Tukey e Games—Howell foram empregados para identificar diferencas
especificas entre os grupos experimentais (Agbangba et al., 2024).
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4. Resultados

O Sistema de Lise Programada (SLP) foi proposto com o objetivo de
gerar a lise celular apés a bactéria atingir os niveis maximos de crescimento e
producdo da biomolécula de interesse, liberando todo o conteudo intracelular
inclusive a proteina alvo. Durante este trabalho, foram construidas e testadas
variacfes deste sistema a fim de fazer com que este se torne funcional e
eficiente. Para a validacdo do SLP, a Proteina Verde Fluorescénte sfGFP
(superfolder Green Fluorescent Protein) foi escolhida como repérter devido a sua
facilidade de deteccao e quantificacdo (Guiziou et al., 2016).

Este trabalho foi desenvolvido com base no ciclo de design-construcao-
teste-aprendizado caracteristico da Biologia Sintética (Foo, et al.; 2023).
Primeiramente foi realizado o design do Sistema de Lise Programada, com a
determinacdo das partes que o compdem e de suas variagdes. Com isso, 0
sistema foi construido e testado e, de acordo com os resultados gerados pelos
testes, foi necessario o desenvolvimento de novos ciclos de design-construcéo-
teste-aprendizado a fim de realizar ajustes nos sistemas.

As principais diferengas entre as variagdes do SLP consistiram na
regulacdo da expressao do gene que codifica a Integrase 13. Duas destas
tiveram como base a Repressao Catabdlica por Carbono (Figura 6). Ou seja, a
expressdo do gene que codifica a Integrase 13 € regulada pela disponibilidade
da fonte preferencial de carbono que, para B. subtilis, é a glicose. Dessa forma,
a Integrase 13 passa a ser sintetizada apés a glicose ser exaurida do meio de
cultivo. Foi construida uma variacdo do Sistema de Lise Programada composta
por dois promotores fracos para B. subtilis e outra contendo dois promotores
fortes para esta bactéria.

Os promotores fracos e constitutivos escolhidos para controlar a
expressao dos genes que codificam a Integrase 13 e o Operonl4-15 foram o
SP130 e o SP133, respectivamente. Estes dois promotores sdo sintéticos e
foram desenvolvidos e testados por Liu et al (2018). O critério para a escolha
destes promotores consistiu na necessidade de evitar 0o vazamento da
expressado do gene da Integrase 13, que poderia causar a lise precoce da célula.

Além disso, procurou-se evitar que os genes do Operonl14-15 fossem expressos
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a altas taxas, permitindo que assim a producao da biomolécula pelo maior tempo
possivel antes da lise.

Considerando a possibilidade de que os promotores fracos pudessem
fazer com que a taxa de expressao dos genes que compdem o sistema fosse
muito baixa para gerar a resposta esperada, foi construida uma variagao do SLP
na qual os promotores fracos SP130 e SP133 foram substituidos pelos
promotores constitutivos e fortes para B. subtilis TP2 e Pveg, respectivamente
(Guiziou et al., 2016; Liu et al., 2018). Isto teve como objetivo aumentar a taxa
de expressao do gene que codifica a Integrase 13 e dos genes do Operon14-15.

Figura 6 - Sistema de lise programada responsivo a Repressao Catabdlica

por Carbono.
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Fonte: Autora (2021).

A) A presenca da fonte de carbono preferencial mantém alta concentragcdo de ATP nas células.
Assim, o fator de transcricdo CcpA interage com a proteina Hpr fosforilada, que liga-se ao sitio
CRE, reprimindo a expresséo do gene que codifica a Integrase 13. Dessa forma, 0os genes do
Operonl4-15 permanecem no sentido reverso, impedindo a expressdo e consequente lise
celular. B) Quando a fonte de carbono é exaurida, a concentracao de ATP é reduzida e a 0o AMP
se acumula, levando a CcpA a se desligar do sitio CRE, liberando a producédo da Integrase 13.
Esta, por sua vez, realiza a recombinagao dos sitios att invertendo o sentido dos genes do
Operonl14-15, promovendo o rompimento celular.

Além disso, foi construido um processo alternativo de inducéo da
expressao do gene da Integrase 13 (Figura 7), usando o promotor Psia. O Psia
também é forte para B. subtilis, mas so é ativado ao final da fase exponencial de

crescimento, sendo induzido pelo sistema natural de Quérum Sensing em B.
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subtilis (Xu et al., 2021). Neste sistema, a regulagdo do Operonl14-15 também
foi realizada pelo promotor forte constitutivo Pveg (Liu et al., 2018). A seguir, estao
descritas as estratégias de constru¢do dos plasmideos que compdem o Sistema

de Lise Programada.

Figura 7 - Sistema de lise programada responsivo ao Quorum

Sensing.
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Fonte: Autora (2025).

A) Quando a concentracdo de células e de ComX é baixa, a molécula ComA esta na sua
forma néo fosforilada e, com isso, a expressao do gene da Integrase 13 esta inativada.
Dessa forma, o Operonl14-15 esta codificado na fita oposta ao promotor que controla sua
transcricdo. B) Apos o cultivo atingir a alta densidade celular e o peptideo-sinal ComX
atingir a concentragéo critica, a molécula ComP se autofosforila e entdo transfere o grupo
fosfato para a molécula ComA, a qual se liga ao promotor Pgqa ativando a expressao do
gene que codifica a Integrase 13. Esta enzima recombina os sitios att, invertendo o
sentido do Operonl4-15 o qual passa a ser codificado no mesmo sentido do seu
promotor. Isto ativa a producdo das enzimas liticas as quais irdo romper as células
liberando o conteddo intracelular.

4.1. Sistemade Lise Programada com Promotores Fracos
responsivo a Repressédo Catabdlica por Carbono - SLP(-)
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4.1.1. Construcao do plasmideo que contém o Operonl14-15
sob controle do promotor fraco SP133 (pBS2E-SP133-Operonl14-15)

As digestdes dos plasmideos 1, 2, 4, 5, 7 e 8 (Figura 8), extraidos das
colonias de E. coli TOP10 transformadas com o produto da ligacéo entre o vetor
pBS2E e a unidade de transcricdo do Operonl4-15, geraram fragmentos dos
tamanhos esperados para a clonagem positiva 6.217 pb e 1.582. Além disso, a
digestdo do controle negativo apresentou o padréo esperado 6.217 pb e 1.110
pb. Dessa forma, os plasmideos 1, 2 e 4 foram selecionados para posterior

andlise por sequenciamento.

Figura 8 - Clonagem do Operonl14-15 no pBS2E.

1,0000p

Fonte: Autora (2022).

Eletroforese em gel de agarose dos plasmideos digeridos pela EcoRI e Pstl. Na figura, C-
representa o controle negativo da clonagem e os nimeros de 1 a 8 séo os plasmideos extraidos
das colbnias de E. coli TOP10 resultantes do processo de clonagem.

Com base nos resultados obtidos por sequenciamento, a colénia 4 foi
estocada e seu plasmideo foi inserido em B. subtilis KO7. Como o plasmideo
extraido de E. coli TOP10 foi o mesmo que o inserido em B. subtilis KO7, sera
apresentado o alinhamento entre a sequéncia esperada para o pBS2E-SP133-
Operonl4-15 e a fornecida pelo sequenciamento do produto da PCR de coldnia
da B. subtilis KO7 transformada (Figura 9). Esse alinhamento, além de confirmar
a presenca do inserto em B. subtilis, também valida a clonagem realizada em E.
coli TOP10. Os resultados demonstraram que a insercdo do Operonl14-15 no
vetor pBS2E foi bem-sucedida, e também que a recombinacdo em B. subtilis foi
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obtida, resultando na geracéo da linhagem B. subtilis::SP133-Operon14-15.

Figura 9 - Alinhamento entre a sequéncia esperada para o pBS2E-SP133-

Operonl4-15 e aresultante do sequenciamento.

GTGATCTCAGGATTCAATGACATCAATCTTGATACTGTTGTC TCTACCGCGATCTTAGAAAGCGTGTCGCCGGACTTCACTTTATGAGTCTTGC

= Gene 15 (P Iycan Hydrolase) =
teaplate sequence pOSIE-Opercnld-15

GTGATCTCAGGATTCAATGAC ATCMTCTTGATACTGTTGTCTTGTTGTC TACCGCGATCTTAGAMGCGTGTCGCCGGACTTCACTTTATGAGTCTTGC

aligned sequence 62) ~fw (Operonld~15 en B.zubtilis XO)

CCGCAGGAAATGGTAC CGCGAATGGMTTGCT AACMCGCCAGGATCATC TCGCTT ACTTTGATTAAMCTCCCGTTTTMTTTTGMGGMCT MACTT AATGTTTGGAT
Gene 14 (Wlin) 4

teaplate sequence pBSZE-Opercnle-15

Alltlﬁlll llltllA.lllnllllAtt.llllllxxlllltllll‘al:l.xllllLxlltlllllllxllLAAAllIlL‘xlllli VWA A

CCGCAGGAAATGGTACCGCGAATGGAATTGCTAACAACGCCAGGATCATCTCGCTTACTTTGATTAAAACTCCCOTTTTAATT TTGAAGGAACTAAACTTAATGTTTGGAT

aligned sequence 627-rv (Opercnlé~15 en 8. 3udtilis XO7)

Fonte: Alinhamento realizada pela autora no Benchling (2023).
A figura representa o alinhamento da sequéncia do pBS2E-SP133-Operon14-15 com o resultado
do sequenciamento da PCR de colénia da B. subtilis KO7 transformada. Em laranja esta

representado o gene 15 e, em rosa, esta o gene 14.

4.1.2. Construcao do plasmideo que contém o gene que
codifica a Integrase 13 sob controle do promotor fraco SP130 (pBSIC-
SP130-INT13)

A primeira estratégia de constru¢do do pBS1C-SP130-INT13 né&o foi
bem-sucedida, uma vez que ndo houve crescimento da E. coli TOP10 apés a
transformacao com o plasmideo resultante da ligacdo com o promotor SP130 e
0 gene que codifica a Integrase 13. Foram realizadas diversas tentativas de
digestao e ligacao entre as trés partes, alterando o tempo de incubacdo com as
enzimas de restricdo, e as proporcdes entre as partes na ligacdo. Entretanto,
nenhuma das abordagens resultou no crescimento de colénias de E. coli TOP10
apos o processo de transformacado o que levou a adoc¢éo da segunda estratégia.

Dentre as digestdes dos plasmideos extraidos de duas colbnias de E.
coli TOP10 resultantes do processo de adicdo do promotor SP130 e 0s sitios



53

CRE ao pBS1C, que ja continha o gene que codifica a Integrase 13, através da
clonagem por etapas, apenas o0 plasmideo numero 1 apresentou as bandas do
tamanho esperado 4.499 pb, 2.572 pb e 734 pb (Figura 10).

Figura 10 - Clonagem do gene que codifica a Integrase 13 no pBS1C.

Fonte: Autora (2023).

Eletroforese em gel de agarose dos plasmideos digeridos pela Spel e Eco31l. C-(1) consiste na
digestédo do plasmideo pBS1C sem inserto, C-(2) representa a digestdo do pBS1C contendo o
gene que codifica a Integrase 13, porém sem o promotor e o sitio CRE. Dos niumeros 1 ao 2
estdo representadas as digestdes dos plasmideos extraidos das duas colénias de E. coli
resultantes da clonagem do gene da Integrase sob controle do promotor SP130 e dois sitios
CRE.

Ademais, é possivel observar que as digestfes dos controles resultaram
em fragmentos dos tamanhos esperados: 4.493 pb e 2.681 pb para o plasmideo
sem inserto e 5.148 pb e 2.572 pb para o plasmideo com o gene que codifica a
Integrase 13 sem o promotor e os sitios CRE. A seguir, 0 plasmideo nimero 1

foi confirmado por sequenciamento (Figura 11).
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Figura 11 - Alinhamento entre a sequéncia esperada para o pBS1C-SP130-

INT13 e a resultante do processo de clonagem em E. coli TOP10.

CCTGGGTAGAAACACGGATGTAGATACCAACCGCCATTGTCATACCTCCCCTAATTGTAAGCGTTAACAAAATTGTAAGCGTT
-

teaplate sequence pBSIC-SP132-Int13 reverso PCR para adigio do promotor

Lol xmuhmnhmmuhhualnmmmmmlm.mmm

CCIESFTAGAé#EACGGATGTAGATACCAACCGCCATTGTCATACCTCCCCTAATTGTAAGCGTTAACAAAATTGTAAGCGTT

AACAAAATAGTGTATTATAACATGTCATTACATTTTTGTCAACACATTTTTTCAATTTATACTAG

AACAAAATAGTGTATTATAACATGTCATTACATTTTTGTCAACACATTTTTTCAATTTATACTAGTGCAAAAAAGGGCAAGGT

Fonte: Alinhamento realizado pela autora no Benchling (2023).
Em rosa esta representado o gene da Integrase, em azul o RBS RO, em roxo claro estédo os dois
sitios CRE e em laranja o promotor SP130.

O alinhamento entre a sequéncia esperada para o pPBS1C-SP130-INT13
e a resultante do sequenciamento realizado apds a transformacédo de E. coli
TOP10 foi bem-sucedido. Isto demonstra que o processo de clonagem
funcionou, o que permitiu que o trabalho avancasse para a adicdo do gene

repérter ao plasmideo.

4.1.3. Construcao do plasmideo contendo o gene reporter

A Figura 12 demonstra o resultado da digestdo do plasmideo pBS1C-
SP130-INT13-sfGFP extraido de E. coli TOP10 para confirmac¢éo do tamanho do
mesmo.
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Figura 12 - Clonagem do gene reporter da sfGFP.

Fonte: Autora (2023).
Digestdo do pBS1C-SP130-INT13-sfGFP pelas enzimas Bsal e Spel. Os fragmentos
apresentaram os tamanhos esperados de 4.475 pb, 2.572 pb e 2.197 pb.

Os fragmentos gerados pela digestdo com as enzimas Bsal e Spel
apresentaram os tamanhos esperados, 4.475 pb, 2.572 pb e 2.197 pb. Dessa
forma, foi concluido que a a adicdo do gene repérter ao plasmideo foi bem-
sucedida. A Figura 13 apresenta as placas resultantes da inser¢cdo do pBS1C-
SP130-INT13-sfGFP em B. subtilis KO7 e B. subtilis KO7::SP133-Operonl14-15.
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Figura 13 - Col6nias de B. subtilis KO7 transformadas pelo plasmideo
pBS1C- SP130-INT13-sfGFP.

Fonte: Autora (2023).

Todas as colonias resultantes da transformacao das linhagens B. subtilis
KO7 ficaram verdes. A possibilidade de visualizar a cor verde mesmo na
auséncia da luz UV indica que as bactérias estdo produzindo quantidades
elevadas de sfGFP, o que demonstra que mesmo o gene reporter estando em
apenas uma copia no genoma das bactérias, 0 mesmo esta sendo expresso em

altas taxas.

4.1.4. Validacdo do Sistema de Lise Programada com
Promotores Fracos responsivo a Repressao Catabolica por Carbono -
SLP(-)

Nos cultivos realizados em LB, o crescimento com glicose 3% (m/v) foi
superior ao a 0,5% (m/v), como esperado (Figura 14A e 14B). Também se
observa que as culturas atingiram o crescimento maximo apos 24 h de cultivo
em glicose 3% (m/v) e apos 32h em glicose 0,5%.
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Fonte: Autora (2023).
A), C) e E) representam cultivos em LB + glicose 3% (m/v). B), D) e F) representam cultivos em
LB + 0,5% (m/v). A) e B) Crescimento medido pela DOeoo. C) e D) Fluorescéncia do meio do
cultivo gerada pela producao e liberagdo de sfGFP. E) e F) Fluorescéncia/DOsoo das células de
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fracos (). Foram realizadas andlises estatisticas nos pontos maximos de cada grafico, dessa
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Figura 14 - Cultivo das linhagens SLPI(-) e SLP(-) em LB.
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Os valores de fluorescéncia do meio de cultivo e fluorescéncia/DO600
das células (Figura 14E e 14F) do controle negativo SLPI(-) foram superiores aos
valores do sistema completo SLP(-), tanto no meio suplementado com 3%
quanto com 0,5% (m/v) de glicose. Além disso, a fluorescéncia do meio de cultivo
de SLP(-) comecou a aumentar a partir de 8h de cultivo, assim como foi
observado para SLPI(-). Isto indica que o sistema nao foi funcional e, portanto,
nao causou a lise celular nos cultivos em meio LB. Os resultados indicam que a
fluorescéncia dos meios dos cultivos é resultado, muito provavelmente, da
liberacdo da sfGFP para o meio causada pela morte celular por escassez de
nutrientes e ndo pela ativacdo do sistema.

Quando cultivadas em meio MP, novamente as linhagens cresceram

mais com maior suplementacao de glicose (Figura 15A).
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Figura 15 - Cultivo das linhagens SLPI(-) e SLP(-) em MP.
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Fonte: Autora (2023).

A), C) e E) representam cultivos em MP + glicose 3% (m/v). B), D) e F) representam cultivos em
MP + 0,5% (m/v). A) e B) Crescimento medido pela DO600. C) e D) Fluorescéncia do meio do
cultivo gerada pela producéo e liberagao de sfGFP. E) e F) Fluorescéncia/DO600 das células de
B. subtilis resultantes da sfGFP intracelular. SLP(-) e SLPI(-) referem-se as linhagens com o
sistema completo (vermelho) e incompleto (preto), respectivamente, sob controle de promotores
fracos (-). Foram realizadas andlises estatisticas nos pontos maximos de cada grafico, portanto
0s pontos marcados com (*) sdo estatisticamente diferentes.

A fluorescéncia maxima dos meios de cultivo (Figura 15C e 15D) néo
apresentaram diferenca significativa entre si. Também os valores maximos de
fluorescéncia/DO600 das células de SLPI(-) e SLP(-) em n&o foram

significativamente diferentes entre si (Figura 15E e 15F). Portanto, a producéo
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de sfGFP foi parecida entre as linhagens, e o sistema de lise nao foi funcional.
Além disto, com base nas reacdes de PCR realizadas a partir do DNA
gendmico extraido das células durante o cultivo, buscou-se verificar se houve
inversao do sentido do Operonl4-15 mediada pela Integrase 13 (Figura 16).
Considerando a linhagem contendo o Sistema de Lise Completo, o tamanho
esperado do fragmento amplificado € de 1.463 pb, caso o Operonl4-15
permaneca em sua orientacao original. Por outro lado, caso o operon tenha seu

sentido invertido, o produto da PCR deveré apresentar 869 pb.

Figura 16 - Verificacdo da atividade da Integrase por PCR do gDNA das
linhagens B. subtilis SLPI(-) e SLP(-).

A)

1500pb

1000pb

700pb

- —

Fonte: Autora (2023).

A) e B) representam as PCRs do gDNA apos o cultivo em LB, C) e D) representam as PCRs do
gDNA ap0ds o cultivo em MP. A) cultivo em LB + glicose 3% (m/v). B) cultivo em LB + glicose
0,5% (m/v). C) cultivo em MP + glicose 3% (m/v). D) cultivo em MP + glicose 0,5% (m/v). C1, C2
e C3 representam a linhagem com o sistema incompleto, SLPI(-), e 1, 2 e 3 representam a
linhagem com o sistema de lise completo, SLP(-), ambos sob controle de promotores fracos (-).
Bandas de tamanho 1.463 pb s&o negativas para a recombinacédo, bandas com tamanho 869 pb
s&o positivas para a recombinacéo.
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Apbs 48h, os cultivos de SLP(-) em LB + glicose 3% (m/v) e LB + glicose
0,5% (m/v) (Figura 16A e 16B) resultaram em células que tiveram o sistema
ativado e, com isso, o sentido do Operonl14-15 invertido, e também em células
nas quais o operon ndo teve seu sentido invertido, uma vez que as PCRs
geraram bandas de ambos os tamanhos. Ja os cultivos em MP + glicose 3%
(m/v) e MP + glicose 0,5% (m/v) (Figura 16C e 16D) resultaram na ativacdo do
sistema em todas as células cultivadas, pois foi observado apenas o fragmento
de 869 pb. Portanto, considerando estes resultados e os resultados referentes
aos valores de fluorescéncia, concluiu-se que a Integrase 13 foi produzida e
atuou como o esperado. Essa foi a primeira vez que a atividade Serina Integrase

foi confirmada em B. subtilis. Entretanto, o sistema ndo promoveu a lise celular.

4.2. Sistemade Lise Programada com Promotores Fortes

responsivo a Repressao Catabdlica por Carbono - SLP(+)

4.2.1. Construcdo do pBS2E-Pveg-Operon14-15 e do pBS1C-
TP2-INT13-sfGFP

Todas as reacdes de digestdo realizadas para o teste preliminar da
construcdo dos plasmideos pBS2E-Pyeg-Operon14-15 e do pBS1C-TP2-INT13-
sfGFP geraram fragmentos de DNA com os tamanhos esperados (Figura 17).
Os controles negativos, correspondentes aos plasmideos pBS1C-SP130-INT13-
SfGFP e pBS2E-SP133-Operonl4-15, apresentaram bandas de 9.244 pb e
7.799 pb, respectivamente.

Para os plasmideos recombinantes, foram observadas bandas de 5.063
pb e 4.175 pb no produto da digestdo do pBS1C, contendo o gene da Integrase
13 sob controle do promotor TP2 e dois sitios CRE, e de 6.329 pb e 1.519 pb
resultante da digestdo do pBS2E contendo o Operonl4-15 sob controle do
promotor Pyeg. Dessa forma, considerou-se que, possivelmente, os plasmideos
estavam corretos. As colbnias correspondentes aos plasmideos designados
como INT13(3) e OP(4) no gel foram estocadas, e a confirmacdo das

construcdes foi realizada por meio de sequenciamento.
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Figura 17 - Construcao dos plasmideos pBS2E-Pveg-Operonl4-15 e pBS1C-
TP2-INT13-sfGFP.
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Fonte: Autora (2023).

As amostras INT13(1) e INT13(4) correspondem aos plasmideos resultantes da substituicdo do
promotor que regula a expressédo do gene da Integrase 13, digeridos com as enzimas Xbal e
Xhol. As amostras OP(1) a OP(4) referem-se aos plasmideos gerados pela troca do promotor
responsavel pela expressao dos genes do Operon14-15, digeridos com a enzima Sall. O controle
negativo C-(INT13) corresponde a digestdo do plasmideo pBS1C-SP130-INT13-sfGFP,
enquanto C-(OP) refere-se a digestao do plasmideo pBS2E-SP133-Operon14-15.

Considerando que todas as transformacdes de B. subtilis KO7 com os
plasmideos construidos foram confirmadas por sequenciamento e que 0s
plasmideos eram os mesmos em todas as etapas, desde o sequenciamento em
E. coli TOP10, aqui sdo apresentados os resultados do sequenciamento da
linhagem B. subtilis KO7 transformada com os dois plasmideos construidos
(PBS2E-Pyeg-Operonl14-15 e do pBS1C-TP2-INT13-sfGFP) (Figuras 18 e 19).

Figura 18 - Alinhamento entre a sequéncia esperada para o pBS1C-TP2-

INT13-sfGFP e a resultante do processo de clonagem.

CEGATGTABATACCAACCGCCATTGTCATACCTCCCCTAAT TG TAAGCE T TAACAANAT TETAAGCGTTAACAAAAT TCTAGAT T TCTATTATACCAGATCTGAGTTAAGT TETCAACACT TTTTTGCGATTT TEEECECATTATACCATATT

T Tmes RSSO CRE CRE P2

\ INT13-5f11-XbaI-TP2_rv (DNA)

nmmxmmsmduulunMﬂmhmlxlmmunhmhunnnmmhhmMnmﬂuﬂ.nmﬂmnmﬂmmummmmmmmhlm

(CEGATCTAGATACCAACCGCCATTGTCATACCTCCCCTAATTGTAAGCETTAACAARAT TETAAGCGTTAACAARATTCTAGATTTCTATTATACCAGATCTGAGTTAAGTTGTCAACACTTTTTTGCGATTTTEEGEECATTATACCATATT

Fonte: Alinhamento realizado pela autora no Benchling (2023).

Em laranja esta apresentada a sequéncia do TP2, seguido pelas sequéncias dos dois sitios CRE
(roxo claro), do RBS (em azul) e do gene que codifica a Integrase 13 do qual o inicio esta
representado em rosa.
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Figura 19 - Alinhamento entre a sequéncia esperada para 0 pBS2E-Pveg-

Operonl4-15 e aresultante do processo de clonagem.

0O AN AR ANTN NN

TAATTTTATTGACAACCTCTTATTAACGTTGATACCEETTAAAT TTTATT TGACAAAAATCECCTCETCTTETACAATAMATGTCTCGAGTTATTCEGAGTTCTAT TTATCT TACTAMAACAACTGETCAAGTTCTACAAATACAACCET

Pveg | attP

.uuum.mul.m.nmmm.nuum.ummmmmmn.mumlmmn uummunmxnun;uhmnhmmlmu.nmmhdm

TAATTTTATTGACAACCTCTTATTAACGTTCATACCGET TAAATTTTAT TTGACAAAAAT CECCTCCTCT TG TACAATAAATGT=TCCAGTTATTCCGAGTTCTATTTATGT TACTAAAACAACTGCTCAAGTTCTACAAATACAACCET

Fonte: Alinhamento realizado pela autora no Benchling (2023).
A sequéncia do promotor Pyeq esta representada em laranja e, em azul, esta o inicio do sitio attP.

O alinhamento entre a sequéncia esperada para o pBS1C-TP2-INT13-
sfGFP e a resultante do processo de adicdo do TP2 foi bem-sucedido, o que
confirmou a clonagem deste promotor no plasmideo. Além disso, o alinhamento
entre a sequéncia esperada para 0 pBS2E-Pveg-Operonl4-15 e a obtida por
sequenciamento também demonstrou o sucesso na clonagem do P.eg, €Xceto
pela auséncia de um nucleotideo na sequéncia fornecida pelo sequenciamento.
Considerando que este nucleotideo esta localizado no espacador, entre o
promotor e o sitio attP, concluiu-se que sua auséncia nao prejudicaria o correto
funcionamento da construcéo.

Portanto, as duas clonagens foram bem-sucedidas e as linhagens B.
subtilis::TP2-INT13-sfGFP e B. subtilis::TP2-INT13-sfGFP::Pyeg-Operon14-15
foram desenvolvidas. A primeira linhagem produz a sfGFP no meio intracelular
e foi utilizada como controle negativo do sistema, recebendo a denominacao
SLPI(+) a qual se refere ao Sistema de Lise Programada Incompleto. J4 a
segunda, que contém a expressdo completa dos elementos do sistema, foi
denominada SLP(+), correspondendo ao Sistema de Lise Programada
Completo. O sinal (+) indica que os genes estao sob controle de promotores
fortes: TP2, responséavel pela expressdo do gene da Integrase 13, e Pveg, que

regula a transcricdo dos genes do Operon14-15.
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4.2.2. Validacéo do Sistema de Lise Programada com
Promotores Fortes responsivo a Represséao Catabdlica por Carbono -
SLP(+)

O crescimento das linhagens foi similar durante os cultivos em LB, sendo
que tanto o controle negativo quanto a linhagem que contém o Sistema de Lise
Programada Completo cresceram mais no meio suplementado com glicose 3%
(m/v) (Figura 20A e 20B). Os valores de fluorescéncia dos meios de cultivo de
SLP(+). TP2 e SLPI(+). TP2 foram semelhantes entre si tanto nas condi¢cbes de
cultivo em meio LB suplementado com 3% (m/v) quanto com 0,5% (m/v) de
glicose (Figura 20C e 20D). Observou-se que o valor maximo de fluorescéncia
do controle negativo foi ligeiramente superior ao observado no cultivo da
linhagem contendo o sistema completo. Além disso, os valores de
fluorescéncia/DO600 das células de ambas as linhagens cultivadas nos dois
meios foram iguais (Figura 20E e 20F). Dessa forma, foi concluido que, além de
as linhagens produzirem quantidades similares de sfGFP, o Sistema de Lise
Programada nado funcionou como o esperado, pois ndo houve declinio da
fluorescéncia intracelular de SLP(+).TP2 e o sobrenadante do cultivo desta
linhagem n&o apresentou fluorescéncia maior que o controle negativo, indicando

gue a sfGFP foi liberada em decorréncia da morte celular normal.
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Figura 20 - Cultivo das linhagens SLPI(+).TP2 e SLP(+).TP2 em LB.
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A), C) e E) representam cultivos em LB + glicose 3% (m/v). B), D) e F) representam cultivos em
LB + 0,5% (m/v). A) e B) Crescimento medido pela DO600. C) e D) Fluorescéncia do meio do
cultivo gerada pela producéo e liberagdo de sfGFP. E) e F) Fluorescéncia/DO600 das células de
B. subtilis resultantes da sfGFP intracelular. SLP(+).TP2 (verde) e SLPI(+).TP2 (preto)referem-
se as linhagens com o sistema completo e incompleto, respectivamente, sob controle de
promotores fortes (+). Os valores maximos de cada grafico foram analisados estatisticamente e
0s pontos que apresentaram diferencas significativas estdo marcados com (*).

O padréo de resultados observados em LB foi reproduzido em meio MP

nas duas concentragdes de glicose (Figura 21).
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Figura 21 - Cultivo das linhagens SLPI(+).TP2 e SLP(+).TP2 em MP.
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Fonte: Autora (2024).

A), C) e E) representam cultivos em MP + glicose 3% (m/v). B), D) e F) representam cultivos em
MP + 0,5% (m/v). A) e B) Crescimento medido pela DO600. C) e D) Fluorescéncia do meio do
cultivo gerada pela producéo e liberacdo de sfGFP. E) e F) Fluorescéncia/DO600 das células de
B. subtilis resultantes da sfGFP intracelular. SLP(+).TP2 (verde) e SLPI(+).TP2 (preto) referem-
se as linhagens com o sistema completo e incompleto, respectivamente, sob controle de
promotores fortes (+). Foram realizadas analises estatisticas dos valores maximos de cada
gréfico e os pontos estatisticamente diferentes estdo marcados por (*).

Nestas condi¢des de cultivo, a fluorescéncia intracelular foi ligeiramente
maior no controle negativo apés 48h de cultivo em MP com glicose 3% (m/v) e
apos 8h de cultivo em MP com glicose 0,5% (m/v), porém estes valores foram

bastante similares indicando que as linhagens produziram quantidades similares
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de sfGFP.
A Figura 22 apresenta os resultados das PCRs dos gDNAs extraidos da

SLP(+).TP2 e do controle negativo apds o cultivo.

Figura 22 - Verificagdo da atividade da Integrase por PCR do gDNA de
SLPI(+).TP2 e SLP(+).TP2.

A

Fonte: Autora (2024).

A) e B) representam as PCRs do gDNA apos o cultivo em LB, C) e D) representam as PCRs do
gDNA ap0s o cultivo em MP. A) cultivo em LB + glicose 3% (m/v). B) cultivo em LB+ glicose 0,5%
(m/v). C) cultivo em MP + glicose 3% (m/v). D) cultivo em MP + glicose 0,5% (m/v). C1, C2 e C3
representam a linhagem com o sistema incompleto, SLPI(+).TP2, e 1, 2 e 3 representam a
linhagem com o sistema de lise completo, SLP(+).TP2, ambos sob controle de promotores fortes

(+).
Com relacéo as PCRs do gDNA da SLP(+).TP2, observou-se que, apos
48h de cultivo, tanto em LB suplementado com glicose 3% (m/v) e LB com

glicose 0,5% (m/v) (Figura 22A e 22B) como em MP suplementado com as
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mesmas concentracdes de glicose (Figura 22C e 22D) houve a presenca de
células que tiveram o sistema ativado e, com isso, o sentido do Operonl14-15
invertido (949 pb), e células nas quais ndo houve a ativacdo do sistema (1.508
pb), visto que as PCRs resultaram em bandas de ambos os tamanhos.
Entretanto, assim como foi observado para SLP(-), as bandas referentes ao
Operonl4-15 que teve o sentido invertido estdo sempre presentes e claramente
visiveis. Portanto, concluiu-se que o Sistema de Lise Programada foi ativado,
que a Integrase € ativa em B. subtilis, porém o Operonl14-15 n&o gerou a lise
celular. Esse resultado foi confirmado por meio do sequenciamento do produto
de PCR obtido a partir do DNA gendmico extraido da linhagem contendo o
Sistema de Lise Programada completo apés o ultimo cultivo. O alinhamento entre
a sequéncia obtida no sequenciamento e a sequéncia esperada para 0
Operonl4-15, apds a inversao de sua orientacdo de codificagdo, demonstrou
que a Integrase 13 estava funcionalmente ativa, promovendo a inversao do
sentido do Operonl14-15 (Figuras 23A e 23B).
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Figura 23 - Sequenciamento entre a sequéncia esperada para o Operonl4-
15 que teve seu sentido flipado e a PCR do DNA genémico extraido da

linhagem que contém o SLP completo.
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109 118 128 138 140 158 168 1% 188 199

b Pueg I attP ; I
tesplate sequence pB2E-Pveg-Operonld-15 flipado (primeira versio)

AAAATGGGCTCGTGTTGTACAATAAATGTTCTCGAGT TATTCGGAGTTGTATTTATGTTACTAAAACAACCTGGATCTGGAAAAACAACAACAATGTATG
110 12 130 140 150 160 17 18 199 )

110 ) 130 140 150 168 178 18 199 20
aligned sequence pB2E-Pveg-Opercnld-15 Flipade (primeira versio) PCR se flipou

B)
CTAGTCGACAGCTAGCTGATTAACTAATAAGGAGGACAAACATGAAGATGATTGCGTGGATGCAGCATTTTTTAGAGACAGATGAGACAAAGTTGATCTA
210 £ 20 240 20 260 m 20 20 300

209 210 e 2n 49 250 260 e 289 90
1|
] [ Gene 14
template sequence pBIE-Pveg-Operonld-15 flipsdo (primeira versdo)
CTAGTCGACAGCTAGCTGATTAACTAATAAGGAGGACAAACATGAAGATGATTGCGTGGATGCAGCATTTTTTAGAGACAGATGAGACAAAGTTGATCTA

Fal) Fre ] e 24 P 268 m e ki) e

218 24 250 260 2T 280 299 300
aligned sequence pBZE-Pveg-Operonld-15 flipade (primeira versdo) PCR se flipou

TTGGTTGACCTTCTTAATGGTGTGTATGGTGGTAGATACGGTACTCGGGGTATTGTTTGCAAAACTTAATCCAAACATTAAGTTTAGTTCCTTCAAAATT

e kr ] 13 340 35 e n 380 % 449
k) e 20 5] 340 350 364 e 380 90
Gene 14 »

template sequemce pB2E-Fveg-Operonld-15 flipado (primeira verso)

TTGGTTGACCTTCTTAATGGTGTGTATGGTGGTAGATACGGTACTCGGGGTATTGTTTGCAAAACTTAATCCAAACATTAAGTTTAGTTCCTTCAAAATT
e 2 10 40 350 360 n 300 190 @0

e in 130 340 % 360 i E 99 400
aligned sequence piZE-Pveg-Operonld-15 flipade (primeira versbo) PCR se flipou

Fonte: Alinhamento realizado no Benchling pela autora (2024).

A) Alinhamento que demonstra o promotor Pveg e os sitios attP e attB recombinados apés o
cultivo da linhagem. B) Alinhamento que demonstra o Genel4 codificado no mesmo sentido do
Pveg, o que confirma a flipagem do Operon14-15.
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Além disso, considerando que as todas as linhagens cultivadas até este
momento cresceram de forma similar tanto LB quanto em MP, além de terem
crescimento maior nos meios com maior concentracdo de glicose, e que a
Integrase foi ativada em todos os meios, os proximos cultivos foram realizados
apenas em MP suplementado com glicose 3% (m/v). Diferente do LB, o meio MP
é definido e, portanto, ndo apresenta nenhuma outra fonte de carbono além da

glicose adicionada, o que auxilia na interpretacéo dos resultados.

4.3. Sistemade Lise Programada com Promotores Fortes induzido

por Quorum Sensing — SLP(+).Psrfa
4.3.1. Construcdo do pBS1C-Psria-INT13-sfGFP

Os plasmideos extraidos de E. coli TOP130 foram sequenciados e o
plasmideo positivo foi usado para transformar B. subtilis. O resultado do
sequenciamento foi 0 mesmo tanto para a transformacao de E. coli quanto para
a transformacao das linhagens de B. subtilis, portanto aqui estard apresentado

0 sequenciamento do produto da PCR do gDNA de B. subtilis (Figura 24).

Figura 24 - Alinhamento entre a sequéncia do e a resultante do processo
de clonagem.

P P P P P P P P LT
\CCCCACCCTAATAAGAAACCAATTTTGGCTATTTATTCATTGTTTTCAATATTTTTTATCTTTCTACCGTTCAGTTTAAATGAAAAAAATGT

PsrfA

\CCCCACCCTAATAAGAAACCAATTTTGGCTATTTATTCATTGTTTTCAATATTTTTTATCTTTCTACCGTTCAGTTTAAATGAAAAAAATGT

Fonte: Alinhamento realizado no Benchling pela autora (2024).
O promotor Psia estd marcado em laranja.

O alinhamento bem-sucedido entre a sequéncia esperada para o
pBS1C-Psia-INT13-sfGFP e a sequéncia obtida apds o processo de clonagem
confirmou a insergdo do promotor Psia No plasmideo, assim como 0 sucesso na

transformacado das linhagens de B. subtilis. Com isso, foi possivel confirmar a
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construcéo da linhagem B. subtilis KO7::Psia-INT13-sfGFP.

4.3.2. Validacdo do Sistema de Lise Programada com
Promotores Fortes induzido por Quérum Sensing — SLP(+).Psria

Tanto SLPI(+).Psta quanto SLP(+).Psta apresentaram crescimento
parecido, sendo que a linhagem com o sistema completo alcancou a fase
estacionaria pouco antes do controle negativo (Figura 25A). Neste teste, a
fluorescéncia emitida tanto pelas células quanto pelo meio de cultivo do sistema
completo foi ligeiramente inferior a do controle negativo. Isto indica que a
linhagem utilizada como controle negativo produziu uma quantidade de sfGFP
um pouco maior que a linhagem que contém o sistema completo, porém o0s
valores obtidos ndo apresentaram diferencas expressivas. Este resultado aponta
a auséncia de lise induzida (Figura 25B e 25C).
Figura 25 - Cultivo das linhagens SLPI(+). Psiia € SLP(+).Psrta em MP.

A) B)
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—o—SLP(+).PsifA —8—SLP(+).PsifA

0,0
32 40 48 0 10 20 30 40 50

16 24
Tempo (h) Tempo (h)

&

100.000
80.000
60.000
40.000 —8—SLPI(+) PsrfA

20.000 —o—SLP(+}.PsiiA

Fluorescéncia(a.u)fDO600
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Fonte: Autora (2024).

A) Crescimento de SLPI(+).Psita € SLP(+).Pgiia cultivadas em MP suplementado com glicose 3%
(m/v). B) Fluorescéncia do meio de cultivo resultante do cultivo de SLPI(+).Psita € SLP(+).Pgia
em MP com glicose 3% (m/v). C) Fluorescéncia/DO600 das células do cultivo de SLPI(+).Pgia €
SLP(+).Psiia em MP com glicose 3% (m/v). Nos graficos, os pontos maximos foram analisados e
estdo marcados com (*) os que apresentam diferenca estatistica. Os valores referentes ao
controle negativo estao apresentados em preto e os que se referem a linhagem com o sistema
completo estdo em azul.
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A Figura 26 apresenta o resultado da PCR do gDNA das extraido das
linhagens SLPI(+). Psita € SLP(+).Psita ap0s 48h de cultivo.

Figura 26 - Verificagdo da atividade da Integrase por PCR do gDNA de
SLPI(+). Psria € SLP(+).Psria.

Fonte: Autora (2024).

PCRs do gDNA apd6s o cultivo em cultivo em MP + glicose 3% (m/v). C1, C2 e C3 representam
a linhagem com o sistema incompleto, SLPI(+). Psa, € 1, 2 € 3 representam a linhagem com o
sistema de lise completo, SLP(+). Psa.

O cultivo de SLP(+).Psiia em MP + glicose 3% (m/v) resultou na ativacao
do Sistema de Lise Programada na maioria das células. Portanto, assim como
foi observado nas variagdes anteriores do sistema, a Integrase 13 foi produzida
em quantidade suficiente para gerar a ativagcdo do sistema na maioria das

células, porém nao foi observada a lise celular.

4.4. Otimizagdo dos RBSs dos genes 14 e 15 no Sistema de Lise
Programada

Visto que o a Integrase 13 esta sendo produzida e atuando como o
esperado em todas as variacdes do Sistema de Lise Programada, foi realizada
a predicao in silico das forgas dos RBSs dos genes 14 e 15, a fim de verificar se
uma taxa de traducdo baixa destes genes seria responsavel pela auséncia de
fendtipo de lise. De acordo com o RBS Calculator, a taxa de traducdo do gene
14 é de 5.128 a.u e do gene 15 é de 830 a.u. Estes valores indicam que as

proteinas codificadas por estes genes, possivelmente ndo estdo sendo
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produzidas na concentragcdo minima necessaria para a lise da célula. Para
comparacao, a mesma predicéo feita para a Integrase 13 resultou em taxa de
traducao de 15.620 a.u.

Com intuito de aumentar a taxa de traducao, foram simuladas algumas
alteracdes nas sequéncias adjacentes aos RBSs. A delecao de 2 nucleotideos
na regido 5’-UTR do gene 14 e de 3 nucleotideos préximos ao RBS do gene 15
resultou em aumento significativos das taxas de traducédo para 12.961 a.u, para
0 gene 14 e 19.466 a.u para o gene 15. Dessa forma, foi elaborada a hip6tese
de que a delecao destes nucleotideos por mutacgao sitio-dirigida resulte em niveis
mais elevados de expressdao para a Holina (codificada pelo gene 14) e a
Peptidoglicano Hidrolase (codificada pelo gene 15) e, com isso, gerem a lise das
células.

Abaixo, estdo apresentados os resultados referentes a linhagem
contendo o Sistema de Lise Programada completo na qual o Operonl4+15
apresenta a delecdo dos 3 nucleotideos proximos ao RBS do gene 15, obtida
por mutacdo sitio-dirigida. Adicionalmente, estdo os resultados obtidos para a
linhagem que também contém o Sistema de Lise Programada completo, porém
cujo Operonl4+15 possui as duas dele¢cdes simultdneas - 2 nucleotideos
préximos ao RBS do gene 14 e os mesmos 3 nucleotideos proximos ao RBS do
gene 15. Esta segunda construcéo foi sintetizada na forma de gBlock e clonada

em plasmideo por meio de técnicas classicas de Biologia Molecular.

44.1. Construcdo do plasmideo contendo apenas a delecao
dos nucleotideos préximos ao RBS do gene 15 (pBS2E-Pveg-Operonl4-
15 mutacédol5)

Foram sequenciados 8 plasmideos extraidos de E. coli transformadas

com o produto da mutacéo sitio-dirigida (Figura 27).
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Figura 27 - Alinhamento entre a sequéncia esperada para 0 pBS2E-Pveg-
Operonl4-15 e aresultante do processo de mutacéao sitio-dirigida.

ACTCTTAATAAGATTAATGCCGGCCTGGGATATTTGCATAGAGAGTCCTCCTGTCGATCTTACTAGGACACCTTGCCCTTTTTTGCCGER

Gene 15 (Peptidoglycan Hydrolase: RB...1

/

—
AVIVW ) | ! i

ACTCTTAATAAGATTAATGCCGGCCTGGGATATTTGCATAGAGAGTCCTCCTGTCGATCTTACTAGGACACCTTGCCCTTTRI T===GGA

Fonte: Alinhamento realizado pela autora no Benchling (2025).

Em laranja esta representado o inicio do gene 15 e, em azul, estd o RBS. Os nucleotideos a
serem deletados estdo marcados em rosa. Circulado em vermelho, estd representado o
mismatch que demonstra que estes nucleotideos foram removidos com sucesso.

O alinhamento bem-sucedido entre a sequéncia do pPBS2E-Pyeg-
Operonl4-15 e a obtida do processo de mutacdo sitio-dirigida (plasmideo
namero 2) confirmou a delecdo dos 3 nucleotideos proximos ao RBS do gene

15. A Figura 28 apresenta o resultado da verificacdo do tamanho deste
plasmideo.

Figura 28 - Digestdo do plasmideo pBS2E-Pveg-Operonl4-15 mutagéol5
com as enzimas Xbal e Spel.

&

Vv—h
s
b — |
R

Fonte: Autora (2025).

Na figura, observa-se que a digestéo do plasmideo gerou os fragmentos do tamanho esperado.
O fragmento que se encontra entre 10 e 20kb é referente ao plasmideo néo digerido.
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Os fragmentos obtidos na digestdo pelas enzimas Xbal e Spel do
plasmideo sequenciado apresentaram os tamanhos esperados de 6.250 pb e
1599 pb (Figura 28). Isto confirmou que o plasmideo resultante do processo de
mutagdo sitio-dirigida apresentou o tamanho correto. Além disso, o0s
alinhamentos entre as sequéncias fornecidas pelo sequenciamento dos produtos
das PCRs dos gDNAs das linhagens de B. subtilis transformadas pelo plasmideo
PBS2E-Pveg-Operonl4-15 _mutacdol5 e a sequéncia esperada para o0 mesmo foi
igual ao apresentado na Figura 27, confirmando assim o desenvolvimento das
linhagens SLP(+).TP2_mutacdol5 e SLP(+).Psta_ mutacéo 15.

A linhagem SLP(+).TP2_mutacdo 15 apresenta o gene que codifica a
Integrase 13 cuja expressao € controlada pelo promotor TP2 e pelo Sistema de
Repressdo Catabdlica por Carbono. Adicionalmente, contém o Operon 14-15
com a delecao de trés nucleotideos localizados na regido adjacente ao RBS do
gene 15, além de estar sob controle do promotor Pyeg € codificado no sentido
inverso ao mesmo. A linhagem SLP(+).Psta_mutacdol5 possui as mesmas
caracteristicas da SLP(+).TP2_mutacao 15, diferenciando-se pelo fato de que o
gene da Integrase 13 se encontra sob regulagéo do promotor Psia € do Sistema

de Quérum Sensing.

4.4.2. Validagao do Sistema de Lise Programada com
Promotores Fortes com a mutacdol15

O crescimento da linhagem SLP(+).Psta_mutacdol5 foi similar ao seu
controle negativo sendo que ambas atingiram a fase estacionaria a0 mesmo

tempo (Figura 29A).
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Figura 29 - Cultivo das linhagens SLPI(+). Psria € SLP(+).Psrta_mutagéol15
em MP.
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Fonte: Autora (2025).

A) Crescimento de SLPI(+).Psia € SLP(+).Psita_mutacdol5 cultivadas em MP suplementado com
glicose 3% (m/v). B) Fluorescéncia do meio de cultivo resultante do cultivo de SLPI(+).Psia €
SLP(+).Psiia_mutacdol5 em MP com glicose 3% (m/v). C) Fluorescéncia/DO600 das células do
cultivo de SLPI(+).Psia € SLP(+).Psia_mutacdol5 em MP com glicose 3% (m/v). Foram
analisados os pontos maximos de cada grafico e os que apresentaram diferenca significativa
estdo marcados com (*). O controle negativo esta representado em preto e a linhagem que
contém o sistema completo esta representada em azul.

A fluorescéncia/DO600 (Figura 29C) mostra uma queda para a linhagem
com o Sistema de Lise Programada completo apds 12h, o que poderia indicar
que houve a liberacdo da sfGFP por ativacdo do sistema. Entretanto, a
fluorescéncia medida no meio de cultura ndo reproduz esse fendmeno,
mantendo um padréo de aumento similar ao controle negativo (Figura 29B).
Dessa forma, foi concluido que possivelmente ndo houve a lise celular induzida
pelo Sistema de Lise Programada.

A Figura 30 apresenta o resultado da PCR do gDNA extraido das células
resultantes do cultivo.
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Figura 30 - Verificagdo da atividade da Integrase por PCR do gDNA de
SLPI(+). Psria € SLP(+).Psria_mutacaol5.

Fonte: Autora (2025).

PCRs do gDNA ap6s o cultivo em cultivo em MP + glicose 3% (m/v). C1, C2 e C3 representam
a SLPI(+). Psta a qual consiste na B. subtilis KO7 com o sistema incompleto, e 1, 2 e 3
representam a linhagem com o sistema de lise completo contendo a dele¢éo dos 3 nucleotideos
na regido préxima ao RBS, SLP(+).Psia_mutacdol5.

Nesta etapa do trabalho foram realizadas PCRs ap0s 14, 24, 48 e 72
horas de cultivo e todas resultaram nos mesmos fragmentos amplificados. Isto
demonstra a presenca de uma populacédo celular heterogénea, em que uma
parte das células teve o sentido do Operon14-15 flipado e outra parte manteve
0 Operonl4-15 no sentido original, uma vez que as PCRs resultaram nos
fragmentos de 1.463 pb (néo flipado) e 869 pb (flipado). Portanto, 0 aumento na
taxa de traducdo do gene 15 néo foi suficiente para promover a lise celular na
linhagem que contém o gene codificador da Integrase 13, cuja expressao €
regulada pelo sistema de Quérum Sensing. Isso indica que a ativacdo do
Sistema de Lise Programada néo foi eficaz em induzir o rompimento celular

nessas condicoes.

Com relacdo ao cultivo da linhagem SLP(+).TP2_mutacdol5, esta
apresentou um crescimento um pouco mais lento e atingiu uma DO600 no pico

um pouco menor que o controle (Figura 31A).
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Figura 31 - Cultivo das linhagens SLPI(+). TP2 e SLP(+).TP2_mutacdol5 em
MP.
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Fonte: Autora (2025).

A) Crescimento de SLPI(+). TP2 e SLP(+).TP2_mutac¢do15 cultivadas em MP suplementado com
glicose 3% (m/v). B) Fluorescéncia do meio de cultivo resultante do cultivo de SLPI(+). TP2 e
SLP(+).TP2_muta¢@ol5 em MP com glicose 3% (m/v). C) Fluorescéncia/DO600 das células do
cultivo de SLPI(+). TP2 e SLP(+).TP2_mutagdol5 em MP com glicose 3% (m/v). Nos graficos,
0s pontos representam os valores de cada uma das triplicatas, e as linhas representam os
valores das médias. A cor verde corresponde a linhagem que tem o Sistema de Lise Programada
completo e a cor preto representa o controle negativo.

Os valores de fluorescéncia intracelular foram similares entre a linhagem
gue contém o Sistema de Lise Programada completo e seu controle negativo o
que indica que a quantidade de sfGFP produzida pelas mesmas foi parecida
(Figura 31C). Entretanto, observou-se que uma das replicatas do cultivo da
SLP(+).TP2_mutac&ol5 apresentou valores de fluorescéncia do meio de cultivo
superiores a média e ao controle negativo (Figura 31B). Os gréficos referentes

aos cultivos com esta linhagem foram apresentados com pontos representando
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as replicatas e linhas representando as médias para evidenciar a diferenca nos
valores de fluorescéncia extracelular entre as replicatas enquanto a
fluorescéncia intracelular e o crescimento foram similares. Considerando que
todos os cultivos foram realizados em triplicata biologica, formulou-se a hipétese
de que o Sistema de Lise Programada estaria promovendo lise celular
especificamente na colonia correspondente a 1. Para testar essa hipotese, foi
realizado um novo cultivo das linhagens, utilizando exclusivamente a colénia 1
da linhagem SLP(+).TP2_mutacdol5, sendo realizada uma triplicata técnica a
partir dessa amostra.

Além disso, as PCRs do gDNA extraido das células resultantes do cultivo
apos 14, 24, 48 e 72 horas de cultivo (Figura 32) seguiu 0 mesmo padrao que o
observado anteriormente, comprovando o funcionamento da integrase, mas com

uma mistura na populacao de células com o operon flipado e nao flipado.

Figura 32 - Verificacdo da atividade da Integrase por PCR do gDNA de
SLPI(+). TP2 e SLP(+).TP2_mutacé&o15.

Fonte: Autora (2025).

PCRs do gDNA apds o cultivo em cultivo em MP + glicose 3% (m/v). C1, C2 e C3 representam
a B. subtilis KO7 com o sistema incompleto, SLPI(+). TP2, e 1, 2 e 3 representam a linhagem
com o sistema de lise completo que possui a delecdo dos 3 nucleotideos na regido préxima ao
RBS do gene 15, SLP(+).TP2_mutacdol5. As PCRs dos pontos de 14. 24, 48 e 72 horas de
cultivo seguiram este mesmo padréo.

Com isso, foi realizado o novo cultivo de SLP(+).TP2_mutacaol5, desta

vez apenas com a colonia 1, além do controle negativo. Neste cultivo, o
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crescimento do controle negativo e da linhagem que contém o Sistema de Lise

Programada completo reproduziu o padrao anterior (Figura 33A).

Figura 33 - Cultivo das linhagens SLPI(+). TP2 e SLP(+).TP2_mutagéol15
(colénia 1) em MP.
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Fonte: Autora (2025).

A) Crescimento de SLPI(+). TP2 e SLP(+).TP2_mutacdol5 (colénia 1) cultivadas em MP
suplementado com glicose 3% (m/v). B) Fluorescéncia do meio de cultivo resultante do cultivo
de SLPI(+). TP2 e SLP(+).TP2_mutac¢dol5 (colénia 1) em MP com glicose 3% (m/v). C)
Fluorescéncia/DO600 das células do cultivo de SLPI(+). TP2 e SLP(+).TP2_mutacdol5 (colénia
1) em MP com glicose 3% (m/v). Nos graficos, os pontos representam os valores das triplicatas
e as linhas estéo representando os valores das médias. A cor verde corresponde a linhagem que
tem o Sistema de Lise Programada completo e a cor preto representa o controle negativo.

A fluorescéncia intracelular da SLP(+).TP2_mutacaol5 (colénia 1) e do
controle negativo foram similares, indicando que ambas produziram quantidades
parecidas de sfGFP (Figura 33C). Entretanto, novamente uma das replicatas de

SLP(+).TP2_mutac&ol5 (colbnia 1) apresentou fluorescéncia extracelular maior
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que as demais e maior que o0 controle negativo, indicando potencial
funcionamento do sistema (Figura 33B).

Foi realizada a quantificacdo de glicose no meio ao longo do cultivo. Na
Figura 34 estdo apresentadas as médias destes resultados, uma vez que houve

pouca variagao entre as replicatas.

Figura 34 - Concentracédo de glicose (g/L) ao longo do cultivo de SLPI(+).
TP2 e SLP(+).TP2_mutac¢&o15 (coldnia 1) em MP.
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Fonte: Autora (2025).

A concentracdo de glicose no ponto de Oh € a concentracdo referente ao meio de cultura (MP
suplementado com glicose 3% (m/v)). Os valores foram analisados estatisticamente e 0s pontos
marcados com (*) apresentam diferenca estatistica.

O consumo de glicose foi ligeiramente mais rdpido para o controle
negativo. Apds 24 h de cultivo, verificou-se que ambas haviam consumido mais
de 80% da glicose disponivel no meio. Essa similaridade no perfil de consumo
de glicose corrobora os resultados obtidos para o crescimento celular, uma vez
que estas linhagens apresentaram crescimento parecido. Vale notar que o
aumento de fluorescéncia extracelular para a replicata do sistema completo que
destoa das outras ocorre apos as 24h de cultivo, ou seja, apds a exaustao da
glicose.

A Figura 35 apresenta os fragmentos gerados pelas PCRs dos gDNAs
extraidos das células resultantes do cultivo, apos 14, 24, 48 e 72 horas de cultivo.
Estas PCRs continuaram apresentando o mesmo padrdo que observado

anteriormente.
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Figura 35 - PCR do gDNA de SLPI(+). TP2 e SLP(+).TP2_mutacaol5 (colbnia
1).
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Qpo——
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Fonte: Autora (2025).

PCRs do gDNA apd6s o cultivo em cultivo em MP + glicose 3% (m/v). C1, C2 e C3 representam
a B. subtilis KO7 com o sistema incompleto, SLPI(+). TP2, cultivada como o controle negativo, e
1, 2 e 3 representam a triplicata da colénia 1 da linhagem com o sistema de lise completo que
contém a dele¢édo dos 3 nucleotideos préximos ao RBS do gene 15, SLP(+).TP2_muta¢dol5
(colbnia 1). As PCRs dos pontos de 14. 24, 48 e 72 horas de cultivo resultaram nos mesmos
fragmentos.

Com base nos resultados obtidos, é possivel concluir que a delecéo dos
trés nucleotideos proximos ao RBS do gene 15 conferiu ao Sistema de Lise
Programada a capacidade de induzir a lise celular apés sua ativacao. Entretanto,
essa ativacdo nédo resulta na lise completa da populacéo celular, fazendo com
que parte das células permaneca integra. Isto € evidenciado pelos valores de
fluorescéncia extracelular, em que apenas uma replicata apresentou o fenétipo
de lise celular, além de que as PCRs dos gDNAs das células resultantes dos
cultivos apresentaram fragmentos referentes ao Operonl4+15 flipado e néo
flipado.

Entre todas as linhagens desenvolvidas até este momento, a
SLP(+).TP2_mutac&ol5 foi a linhagem que apresentou o fenétipo esperado para
a lise celular decorrente da ativagcdo do Sistema de Lise Programada. Isto
demonstrou que o controle da expressao do gene que codifica a Integrase 13
pelo promotor sintético TP2 e pelo Sistema de Repressdo Catabdlica por
Carbono consistiu no melhor sistema regulatério para a composi¢éo do Sistema

de Lise Programada. Com isso, a continuacao do trabalho foi realizada nesta
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linhagem.

4.4.3. Construcao do plasmideo contendo as dele¢cdes dos
nucleotideos préximos aos RBSs dos genes 14 e 15 (pBS2E-Pveg-
Operonl4-15 mutacdol4+15)

A Figura 36 apresenta os fragmentos obtidos a partir da digestdo com as
enzimas EcoRIl e Pstl dos plasmideos extraidos de E. coli TOP10 apds o
processo de clonagem do gBlock que corresponde ao Operonl4-15 com a
mutacdo 14+15 (delecéo de 2 nucleotideos proximos ao RBS do gene 14 e de 3
nucleotideos préximos ao RBS do gene 15). O Operonl4-15 encontra-se sob
controle do promotor Pveg, flanqueado pelos sitios de reconhecimento da
Integrase 13 e codificado no sentido inverso ao promotor.

Figura 36 - Digestéo para testar a clonagem no Operonl4-15 que contém a

mutacao 14+15.

Fonte: Autora (2025).

Os numeros 1 ao 6 representam os plasmideos extraidos das colénias de E. coli TOP10 que
cresceram apoés a transformacgdo do plasmideo resultante da mutacdo sitio-dirigida para a
mutacdol4+15. Os tamanhos esperados eram 6.217 pb e 1.630 pb.

Os plasmideos 1 e 3-5 extraidos de E. coli TOP10 apresentaram 0sS
fragmentos dos tamanhos esperados (6.217 pb e 1.630 pb) apds a digestéo

pelas enzimas. Os plasmideos 1 e 3 foram confirmados por sequenciamento, e
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o plasmideo 1 foi usado para transformar a linhagem de B. subtilis que ja

continha o gene que codifica a Integrasel3 sob controle do TP2 (Figura 37).

Figura 37 - Alinhamento entre a sequéncia fornecida pelo sequenciamento

e 0 pBS2E-Pveg-Operonl14-15 para verificar a mutagcdo14+15.

\AAACTCTTAATAAGATTAATGCCGGCCTGGGATATTTGCATAGAGAGTCCTCCTGTCGATCTTACTAGGACACCTTGCCCTTTTTTGCCGG

Gene 15 (Peptidoglycan Hydrolase) ] < RB...1

AACTTTGT CT CATCTGTCTCTAAAAAATG CT GCATCCACGCAATC AT CTTCATGTTTGTCCTCCTTATTAGTTAATCAGCTAGCTGTCGACTJ

Gene 14 (Holin) K RBS R@ ] (|

AACTTTGTCTCATCTGTCTCTAAAAAATGCTGCATCCACGCAATCATCTTCATGTTTGTCCTCCTTATTAGTTAATCAGCTAGCNGT==AUT/

Fonte: Alinhamento realizado pela autora no Benchling (2025).

A) representa 0 mismatch que confirma a mutagdo 15 circulado em azul, o0 RBS marcado em
azul e o inicio do gene 15 em laranja. B) O inicio do gene 14 esta representado em rosa, o RBS
em azul e o0 mismatch que confirma a dele¢éo 14 esta circulado em roxo.

O alinhamento entre a sequéncia fornecida pelo sequenciamento e a
resultante do processo de clonagem confirmou o desenvolvimento do plasmideo
pPBS2E-Pyeg-Operonl4-15 mutacdol4+15. A Figura 38 apresenta a PCR do
gDNA que confirmou a inser¢ao deste plasmideo na B. subtilis.
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Figura 38 - PCR do gDNA de B. subtilis transformadas pelo pBS2E-Pveg-
Operonl4-15 mutacaol4+15.

Fonte: Autora (2025).
Os fragmentos gerados pelas PCRs apresentaram o tamanho esperado o que confirma a
transformacéo da bactéria.

O fragmento resultante da PCR do gDNA de B subtilis transformada com
0 pPBS2E-Pveg-Operonl4-15 mutacdol4+15 apresentou o tamanho esperado
(1.508 pb), confirmando 0 desenvolvimento da linhagem
SLP(+).TP2_mutacdol4+15. Portanto, a linhagem SLP(+).TP2_mutacdol4+15
apresenta o gene que codifica a Integrase 13, cuja expresséo é regulada pelo
promotor TP2 em conjunto com o Sistema de Repressdo Catabdlica por
Carbono. Adicionalmente, essa linhagem contém o Operon 14+15, codificado no
sentido oposto ao seu promotor Pveg, € que apresenta delecbes de 2 e 3
nucleotideos localizadas nas regides adjacentes aos RBSs dos genes 14 e 15,
respectivamente. As linhagens 1,2 e 3 (Figura 38) foram cultivadas a fim de

validar esta nova versdo do sistema.

4.4.4. Validagcao do Sistema de Lise Programada com
Promotores Fortes com a mutagdo14+15

Neste experimento, os inéculos apresentaram crescimento mais lento,

sendo necesséario manté-los em incubacdo por 16 horas. Além disso, tanto o
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cultivo do controle negativo quanto da linhagem que contém o Sistema de Lise
Programada completo foram realizados em triplicata técnica e duplicata
bioldgica, pois o indculo proveniente de uma colonia de cada linhagem né&o
apresentou crescimento, o que inviabilizou a realizacdo da triplicata biologica. A
linhagem SLP(+).TP2_mutacdol4+15 e seu controle negativo, SLPI(+). TP2,
apresentaram crescimento semelhante e atingiram a fase estacionaria no

mesmo momento (Figura 39A).

Figura 39 - Cultivo das linhagens SLPI(+). TP2 e SLP(+).TP2_mutacdo14+15
em MP.
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Fonte: Autora (2025).

A) Crescimento de SLPI(+). TP2 e SLP(+).TP2_mutacdol14+15 cultivadas em MP suplementado
com glicose 3% (m/v). B) Fluorescéncia do meio de cultivo resultante do cultivo de SLPI(+). TP2
e SLP(+).TP2_mutacdol14+15 em MP com glicose 3% (m/v). C) Fluorescéncia/DO600 das
células do cultivo de SLPI(+). TP2 e SLP(+).TP2_mutagédol14+15 em MP com glicose 3% (m/v).
Os valores maximos de cada grafico apresentaram-se estatisticamente iguais.

Tanto os valores de fluorescéncia intracelular quanto extracelular foram

semelhantes entre a linhagem que contém o Sistema de Lise Programada
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Completo e o controle negativo (Figura 39B e 39C) sendo que a fluorescéncia
do sobrenadante do controle negativo foi levemente superior a da linhagem que
contém o sistema completo. Estes resultados indicam que o Sistema de Lise
Programada ndo causou a lise celular e as bactérias morreram devido a
escassez de nutrientes.

A Figura 40 apresenta o resultado das PCRs do gDNA extraido das

células cultivadas no ponto de 24 h, para verificacdo da atividade integrase.

Figura 40 - Verificacdo da atividade da Integrase por PCR do gDNA de
SLPI(+). TP2 e SLP(+).TP2_mutagao14+15.

1500pb
At

Fonte: Autora (2025).

PCRs do gDNA apds o cultivo em cultivo em MP + glicose 3% (m/v). C1, C2 e C3 representam
as PCRs do gDNA da linhagem cultivada como controle negativo, B. subtilis KO7 com o sistema
incompleto, SLPI(+). TP2. 1, 2 e 3 representam a linhagem com o sistema de lise completo que
contém a delecao dos 2 e 3 nucleotideos proximos aos RBSs do geneld4 e gene 15,
respectivamente, SLP(+).TP2_mutac¢dol14+15. As PCRs dos pontos de 14. 24, 48 e 72 horas de
cultivo resultaram nos mesmos fragmentos.

Os fragmentos gerados pelas PCRs indicaram que uma parte das
células tiveram o sentido do Operonl14+15 invertido e outra parte manteve o
operon no sentido original. Apesar da presenca de células em que o Sistema de
Lise Programada foi ativado, néo foi observado o fenotipo esperado para a lise
celular, uma vez que nao houve diferenca significativa nos valores de
fluorescéncia extracelular entre a SLP(+).TP2_mutagdol14+15 e o seu controle

negativo. Portanto, as células foram capazes de sobreviver ao Sistema de Lise
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Programada. Isto evidenciou que a melhor linhagem para compor o Sistema de
Lise Programada foi a SLP(+).TP2_mutacdol5 uma vez que esta foi a Unica
linhagem a apresentar valores de fluorescéncia extracelular maiores que o
controle negativo apos produzirem quantidades semelhantes de sfGFP uma vez
gue os valores de fluorescéncia intracelular foram parecidos entre as linhagens.
Isto demonstra que a fluorescéncia extracelular foi decorrente da lise
programada. Com isso, a SLP(+).TP2_mutacdol5 (colénia 1) foi a linhagem
escolhida para ser cultivada no Pioreactor. Este cultivo foi realizado a fim de
testar a hipétese de que a otimizacao das condi¢des de cultivo poderia aumentar
a taxa de producdo das enzimas que geram a lise celular, otimizando assim o

Sistema de Lise Programada.

4. 5. Cultivo no Pioreactor

Durante o cultivo da linhagem SLP(+).TP2_mutacaol5 (colénia 1) e seu
controle negativo SLP(+).TP2 no Pioreactor, foi gerado um grafico de valores
DO600 ao longo do tempo (Figura 41).

Figura 41 - Densidade o6tica de SLP(+).TP2 e SLP(+).TP2_mutacdol5

(coldénia 1) durante o cultivo no Pioreactor.
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Fonte: Grafico gerado pelo software do Pioreactor (2025).

Os resultados do controle negativo SLP(+).TP2 estdo apresentados por C1l, C2 e C3. J4 os
resultados referentes a SLP(+).TP2_muta¢&ol5 (colénia 1) sdo 1.1, 1.2 e 1.3. A queda na DO600
de 1.3 (rosa), ap6s 16 horas de cultivo, foi decorrente da desconexéo do cultivo desta replicata,
portanto a partir deste ponto o cultivo de SLP(+).TP2_mutacdol5 (col6nia 1) passou a ser
realizado em duplicata. O software do Pioreactor apresenta os resultados das replicatas e ndo
das médias.
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Os valores de DO600 das linhagens foram proximos uns dos outros ao
longo do cultivo, indicando que as linhagens cresceram de forma similar. Foram
coletadas amostras do cultivo nos tempos 0, 14h e ao final do cultivo apds 48h.
Essas amostras foram quantificadas na leitora de microplacas quanto a DO600
e fluorescéncia (Figura 42).

Figura 42 - Cultivo das linhagens SLPI(+). TP2 e SLP(+).TP2_mutacdol15
(colénia 1) em MP no Pioreactor.

A) B)
2,0 30.000
—8—SLPI{+).TP2 —8—SLPI(+).TP2
15 —8—SLP(+).TP2_dele¢do15 24.000 —e—SLP(+) TP2_delegdo15
' . El
L)
8 1 *-!g- 18.000
2 I S
210 ? g
a @ 12.000
]
)
05 S 6.000
'
0,0 0
0 8 16 24 32 40 48 o 8 18 24 32 40 48
Tempo (h) Tempo (h)
C)
100.000

80.000
L —

40.000

—8—5LPI(+).TP2
—8—SLP(+).TP2_dele¢dol1s

20.000

0
0 8 16 24 32 40 48
Tempo (h)

Fluorescéncia(a.u)/DO6E00

Fonte: Autora (2025).

A) Crescimento de SLPI(+). TP2 e SLP(+).TP2_mutacdol5 (colénia 1) cultivadas em MP
suplementado com glicose 3% (m/v). B) Fluorescéncia do meio de cultivo resultante do cultivo
de SLPI(+). TP2 e SLP(+).TP2_mutacdol5 (colénia 1) em MP com glicose 3% (m/v). C)
Fluorescéncia/DO600 das células do cultivo de SLPI(+). TP2 e SLP(+).TP2_mutacdol5 (colénia
1) em MP com glicose 3% (m/v). Os valores maximos de cada gréfico foram analisados
estatisticamente e os que apresentaram diferenca significativa estdo marcados com (*).

Apesar de o controle negativo ter crescido um pouco mais que a

SLP(+).TP2_mutac&ol5 (colbnia 1) no ponto de 16 h de cultivo, os valores de
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DO600 foram proximos um do outro (Figura 42A). Além disso, ndo houve
diferenca significativa entre os valores de fluorescéncia extracelular e intracelular
entre a linhagem que contém o Sistema de Lise Programada completo e o
controle negativo (Figura 42B e 42C), indicando que ndo houve lise celular
gerada pela ativacdo do Sistema de Lise Programada.

Neste cultivo, tanto os valores de fluorescéncia intracelular quanto
extracelular foram inferiores ao cultivo das mesmas linhagens em tubo de ensaio.
Enquanto os valores de fluorescéncia média das células (fluorescéncia/DO600)
do controle negativo foram 60.241 + 6.427 a.u. e da linhagem que contém o
Sistema de Lise completo foi 74.507 £ 1.962 a.u., ap0s 48 h de cultivo em
Pioreactor, a florescéncia das células destas linhagens cultivadas em tubo de
ensaio foi 90.808 + 3.270 a.u. e 95.527 + 9.830 a.u., respectivamente. Com
relagdo a fluorescéncia extracelular, os valores referentes ao controle negativo
e a SLP(+).TP2_mutacdol5 (colénia 1) foram 20.703 + 3.986 a.u. e 24.470 +
2.005 a.u. em Pioreactor, e 83.443 + 3.930,58 a.u. e 93.777 £ 28.618,39 a.u. em
tubo de ensaio, respectivamente.

O crescimento da linhagem cultivada como controle negativo foi parecido
nas duas condic¢des de cultivo, uma vez que a DO600 maxima em Pioreactor foi
121 + 0,01 e em tubo de ensaio foi 1,17 = 0,1. Ja a linhagem
SLP(+).TP2_mutacdol5 (colbnia 1) apresentou um crescimento superior em
tubo de ensaio ao alcancar a DO600 maxima igual a 1,26 + 0,09 enquanto a
DO600 maxima em Pioreactor foi igual a 1,05 + 0,02. Com isso, foi possivel
concluir que o cultivo em Pioreactor ndo forneceu as condicbes melhores para o
crescimento da B. subtilis, assim como nédo favoreceu a producdo da sfGFP.
Dessa forma, SLP(+).TP2_mutacaol5 (colénia 1) ndo apresentou o fenétipo de
lise celular quando cultivada em Pioreactor. Portanto, o cultivo em tubo de ensaio
gerou condi¢cdes mais favoraveis para a lise celular quando comparado com o
cultivo em Pioreactor.

A Figura 43 mostra os fragmentos de DNA gerados pelas PCRs dos
gDNAs extraidos das linhagens cultivadas em Pioreactor, para verificacdo da

atividade integrase.
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Figura 43 - Verificagcdo da atividade da Integrase por PCR do gDNA de
SLPI(+). TP2 e SLP(+).TP2_mutacdo15 — cultivo em Pioreactor.
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Fonte: Autora (2025).
PCRs do gDNA apd6s o cultivo em cultivo em MP + glicose 3% (m/v) em Pioreactor. C1, C2 e C3
correspondem as PCRs do gDNA do controle negativo. 1, 2 e 3 representam a linhagem com o
sistema de lise completo que contém a delecao dos 3 nucleotideos préximos aos RBSs do gene
15, SLP(+).TP2_mutacdol5. As PCRs dos pontos de 16 e 48 horas de cultivo resultaram nos
mesmos fragmentos.

Novamente, as PCRs dos gDNAs resultaram em fragmentos dos
tamanhos correspondentes ao Operonl4+15 flipado (949 pb) e nao flipado
(1.508 pb). A presenca de células que tiveram o Operonl4+15 flipado e a
auséncia da lise celular demonstram que esta condic&o de cultivo ndo favoreceu
a lise celular programada, ao contrario do que foi observado no tubo de ensaio.
Portanto, outras condicfes de cultivo que possam otimizar o crescimento, assim
como a producéo da proteina de interesse, poderdo aumentar a producao das
enzimas Holina e Petideoglicano Hidrolase, possivelmente aumentando assim a

resposta a ativagéo do Sistema de Lise Programada.
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5. Discusséo

Neste trabalho, buscamos desenvolver um sistema que induz a morte
celular, em oposicdo aos mecanismos naturais de sobrevivéncia. Nessa
perspectiva, ao promover a eliminagdo de parte da populacao, é plausivel que
ocorra a sele¢cdo de uma minoria de células portadoras de mutagfes que lhes
conferem capacidade de escapar ao sistema e, consequentemente, sobreviver.
Esse fenbmeno pode constituir uma possivel explicacdo para a baixa eficiéncia
do sistema, considerando que organismos vivos tendem a adotar estratégias que
favorecam a sua sobrevivéncia.

Este trabalho comprovou que a Integrase 13 pode ser produzida por B.
subtilis e que apresenta atividade funcional nesta bactéria. Até o momento, nédo
havia registros da produc¢éo ou atividade dessa enzima por B. subtilis. As Serina
Integrases tém sido amplamente exploradas em diferentes aplicagoes
biotecnoldgicas, destacando-se como ferramentas versateis em sistemas de
biologia sintética. Yang et al., (2015) foram os responsaveis pela identificacdo da
Integrase 13 e da comprovacao de sua producédo por bactérias, desenvolvendo
um circuito de memdria em E. coli. J& Franco, et al. (2023) empregaram a
Integrase 13 na construcdo de um biossensor no qual a enzima, produzida in
vitro, foi responsavel por converter o sinal analégico em uma resposta digital. Por
sua vez, Gomide, et al. (2020) demonstraram que a Integrase 13 pode ser
produzida por células eucarioticas, utilizando células de fibroblastos bovino e a
linhagem de célula embrionaria de rim humano (HEK 293T), e em protoplastos
vegetais como modelos experimentais. Nesses sistemas, a Integrase 13
apresentou desempenho superior em comparacao as integrases phiC31 e Bxb1l
avaliadas no mesmo estudo.

Neste trabalho, a Integrase 13 foi produzida sob diferentes sistemas de
controle de expressédo génica em B. subtilis, sua producéo foi induzida pelo
Sistema de Represséo Catabdlica por Carbono e por Quérum Sensing, ambos
mostrando-se funcionais nessa tarefa. Aléem disso, verificou-se que tanto
promotores considerados fracos em B. subtilis, como o SP130, quanto
promotores fortes, como Psia € TP2, foram capazes de promover a transcricao

do gene que codifica a Integrase 13, resultando em recombinacdo nos sitios
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especificos.

Portanto, a Integrase 13 viabilizou o desenvolvimento de uma plataforma
de producédo de proteinas heterdlogas em B. subtilis, capaz de modular a fase
do crescimento celular em que genes correspondentes serdo expressos. Essa
estratégia previne efeitos adversos sobre o crescimento bacteriano e elimina a
necessidade de adicdo de moléculas indutoras de expressao génica, como
IPTG, que podem elevar consideravelmente os custos do processo produtivo
(Baets, et al., 2024). Com isso, a Integrase 13 mostra-se como uma ferramenta
promissora para a construcdo de sistemas heterélogos de expresséo, atuando
na ativacdo ou repressdo de genes que codificam moléculas de interesse
biotecnoldgico.

B. subtilis apresenta sistemas de secrec¢do naturais, sendo os sistemas
Sec e Tat, mediados por peptideo-sinal, os predominantes. As proteinas
exportadas através do Sistema Sec sdo secretadas antes de atingirem sua
conformacao final, o que ocorre apds a exportacdo. O contrario € observado para
as proteinas secretadas através do Sistema Tat, as quais ja sdo secretadas na
sua forma enovelada.

Ha uma grande variedade de peptideos-sinal que sinalizam a secrecéo
de proteinas por B. subtilis. Diversos trabalhos foram realizados aplicando estes
peptideos na exportacdo de diferentes proteinas. Entretanto, a estrutura do
peptideo-sinal, assim como da proteina, interfere na eficiéncia da exportacao. A
hidrofobicidade do peptideo-sinal € um fator importante para a sua eficiéncia de
exportacdo, sendo que peptideos-sinais que apresentam maior hidrofobicidade
sdo mais eficientes. Além disso, foi constatado que a interacédo entre peptideo-
sinal e proteina a ser exportada também influencia na eficiéncia de exportacao.
Nesse sentido, grupos de pesquisa que avaliaram os mesmos peptideos-sinais
em diferentes proteinas relataram distintos candidatos como os mais eficientes,
dependendo da proteina alvo. Por exemplo, Zhu et al. (2024) desenvolveram
uma biblioteca de peptideos-sinais do sistema Sec, adquiridos de um kit
comercializado pela Takara Bio, para avaliar a exportagao de a-Lactalbumina por
B. subtilis e identificaram o peptideo-sinal YjcN como o mais eficiente. De modo

semelhante, Miao et al. (2021), ao utilizarem a mesma biblioteca para analisar a
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secrecao da a-Amilase DL3-4-1 por B. subtilis, observaram que o peptideo-sinal
YomL apresentou maior eficiéncia. Ja Zhang et al. (2022) avaliaram a exportacéo
da Pullulanase, pela mesma bactéria, e identificaram o peptideo-sinal amyE
como o mais adequado. Esses resultados evidenciam que a escolha do
peptideo-sinal ideal depende fortemente da proteina a ser secretada.

A ampla variedade de trabalhos que avaliaram a eficiéncia da mesma
biblioteca de peptideos-sinal, mas que obtiveram resultados distintos em funcao
da proteina alvo, evidencia de forma clara a influéncia intrinseca da prépria
proteina na eficiéncia de sua exportacdo. Esse aspecto constitui uma limitacdo
relevante para a producdo e secrecao de proteinas mediada por peptideos-
sinais, uma vez que, para cada nova proteina, torna-se necessario construir e
testar uma biblioteca de peptideos-sinais a fim de identificar o mais eficiente. Isto
€ um importante limitante para a producéo e exportacao de proteinas mediada
por peptideo-sinal, pois a cada nova proteina deve ser construida uma biblioteca
de peptideos-sinal a fim de identificar o mais eficiente.

Além disso, dificilmente esta biblioteca ira englobar todos os peptideos-
sinais disponiveis, o que impossibilita a garantia de que nao existe nenhum outro
peptideo-sinal mais eficiente que o identificado como o melhor para a exportacéo
de determinada proteina. Isto impossibilita o0 desenvolvimento de uma plataforma
padronizada para a producdo e exportacdo de proteinas recombinantes no
organismo de interesse. Com isso, um Sistema de Lise Programada apresenta-
se como uma estratégia promissora para superar essa limitacdo, viabilizando o
desenvolvimento de plataformas mais robustas e universais para a producao de
biomoléculas.

Os Sistemas de Lise Programada altamente eficientes ainda séo inéditos
em B. subtilis. Entretanto, Diao, et al. (2021) desenvolveram um Sistema de Lise
Programada em E. coli. Esse sistema foi baseado na proteina ColM, responsavel
por promover a lise celular, fusionada a um peptideo-sinal. Para o controle da
acao desta proteina, a sequéncia do peptideo-sinal foi fusionada ao sitio de
reconhecimento da protease TEVp. Dessa forma, a producdo de TEVp resulta
na degradacdo de CoLM. Para a regulacdo da producdo de TEVp, foi

desenvolvido um switch programado contendo os genes que codificam as
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proteases TEVp e TVMVp. Neste regulador, as regidbes N-terminais das
proteases foram fusionadas a sitios de clivagem especificos de forma que a
producdo de TEVp s6 € ativada quando TVMVp for totalmente degradada.
Assim, enquanto TEVp promove a degradacgao de ColM, a degradacéo de TEVp,
por sua vez, permite a lise celular. Portanto, este trabalho comprovou a
viabilidade do desenvolvimento de Sistemas de Lise Programada em bactérias,
evidenciando sua relevancia, uma vez que a concentracdo da proteina de
interesse no meio extracelular foi 335% maior que a observada para a linhagem
gue nédo continha o sistema.

Xia, et al. (2025) desenvolveram um sistema para producéo e liberacéo
de celobiose 2-epimerase em B. subtilis com base no Sistema de Qudérum
Sensing LuxRI e na atividade da Peptidoglicano Hidrolase de B. subtilis, LytC.
Nesse modelo, a lise celular ocorre apds a populacdo bacteriana atingir a
densidade critica necessaria para ativar o sistema LuxRI. O estudo demonstrou
que, apods o cultivo da linhagem que contém o sistema de lise, 70,21% da
celobiose 2-epimerase estava no meio extracelular em comparacdo a 55,37%
observados no controle negativo. O mesmo sistema foi posteriormente aplicado
para a producao e secrecdo de PETase e Glicose Desidrogenase (GDH). Com
relacdo a PETase, o controle negativo apresentou 69,62% da enzima no meio
extracelular enquanto a linhagem que contém o sistema de lise aumentou este
valor para 81,29%. De forma semelhante, para GDH, o controle apresentou
76,67% de enzima no meio extracelular, enquanto a linhagem contendo o
sistema atingiu 83%. Esses resultados confirmam a funcionalidade do sistema
de lise programada em B. subtilis; contudo, os ganhos observados na liberacdo
extracelular de proteinas, embora significativos, foram relativamente modestos,
evidenciando a necessidade de otimizagcao para alcancar maior eficiéncia.

Assim, o desenvolvimento de um Sistema de Lise Programada em B.
subtilis apresenta-se como uma estratégia de grande relevancia, uma vez que
possibilita a liberacdo da proteina de interesse diretamente no meio extracelular,
eliminando os custos associados aos processos de rompimento celular
empregados para a extracao e recuperacdo da biomolécula. No presente estudo,

o Sistema de Lise Programada ndo apresentou o desempenho esperado.
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Contudo, a substituicdo do Operon 14-15 por outras enzimas enddgenas de B.
subtilis, como LytC, LytD ou LytE, ou ainda pela combinacdo de diferentes
enzimas liticas, configura uma alternativa promissora para a otimizacdo desse
sistema (Zhao et al., 2028). Além disso, neste trabalho, foi comprovada a
producdo e a atividade da Integrase 13, a qual representa um avanco
significativo. Essa enzima podera integrar sistemas de expressdo heterdlogos

em B. subtilis e, potencialmente, compor futuros Sistemas de Lise Programada.
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6. Conclusdes

Neste trabalho, foi desenvolvido um Sistema de Lise Programada em B.
subtilis. Duas versdes deste sistema foram testadas, uma delas baseada no
Sistema de Repressédo Catabdlica por Carbono e a outra responsiva ao Sistema
de Quoérum Sensing, ambas tém como base a acdo da Integrase 13 e das
enzimas Holina e Peptidoglicano Hidrolase. Além disso, foram realizadas
otimizacdes neste sistema através da regulacao da forca dos promotores e RBSs
dos genes que o compdem. A versdo do sistema que causou a lise celular em
algum nivel foi a responsiva a Repressao Catabdlica por Carbono e na qual os
genes que codificam a Integrase 13 e as enzimas de lise tém suas transcricdes
reguladas por promotores fortes TP2 e Pyeg, respectivamente, e a sequéncia
adjacente ao RBS do gene que codifica a Peptidoglicano Hidrolase teve 3
nucleotideos deletados o que aumentou a taxa de traducdo do mesmo.

Além disso, foi demonstrado que a Integrase 13 foi produzida por B.
subtilis e apresentou atividade funcional, fato inédito até o momento para esta
bactéria. Dessa forma, a Integrase 13 mostra-se promissora para aplicacdo em
controle de sistemas de expressdo heter6loga em B. subtilis, uma vez que é
capaz de modular a expressao génica, seja por repressao ou inducao.

Apesar das diversas tentativas de otimizacdo, o Sistema de Lise
Programada nao atingiu ainda o nivel almejado. Os resultados indicam que a
primeira parte do sistema, envolvendo a ativacdo da expressdo do gene da
Integrase 13, seja por alivio da repressdo catabdlica ou por inducdo baseada em
Quérum Sensing, funcionou bem. Também, a Integrase 13 apresentou atividade
catalitica, resultando na inversdo da sequéncia do Operonl14-15 no genoma da
maior parte da populacéo, ainda que uma porcao das células tenha mantido o
sentido inicial de codificagdo. Assim, a Unica parte do sistema que apresentou
falha foi a atividade das enzimas Holina e Peptideoglicano Hidrolase. Resta
ainda saber se essas enzimas nao estdao sendo produzidas em quantidade

suficiente, ou se ndo estao ativas na célula apds a sintese.
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Figura A 1 - Mapa do plasmideo pBS2E-SP133-Operon14-15.
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Fonte: Autora.
Os Operonl4-15 esti codificado no sentido inverso ao promotor constitutivo SP133 e esta

flanqueado pelos sitios de reconhecimento da Integrase 13.
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Figura A 2 - Mapa do plasmideo PpBS2E-Pveg-Operon14-15.
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Os Operonl4-15 esta codificado no sentido inverso ao promotor constitutivo Pvweg € esta
flanqueado pelos sitios de reconhecimento da Integrase 13.
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Figura A 3 - Mapa do plasmideo pBS1C-Psrta-INT13-SP130-sfGFP.
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RBS, CRE, CRE
SP130
rroB Terminator
pBS1C-SP130-INT13-Pveg-sfGFP -
9244 bp
RBS RO
Pveg

amy-back-amyE CDS cloramphenicol resistance

Fonte: Autora.
O plasmideo apresenta as unidades de transcricdo do gene reporter sob controle do promotor

Pveg € do gene que codifica a Integrase 13, cuja expressao esta regulada pelo promotor SP130
e depende do sistema de Repressao Catabdlica por Carbono.
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Figura A 4 - Mapa do plasmideo pBS1C-Psrta-INT13-TP2-sfGFP.

amy-front-amyE-CDS rrnB terminator

RBS, CRE, CRE
1P2
pBS1C-TP2-INT1 3—Pveg—stFP/\
9238 bp iy
RBS RO
Pveg

cloramphenicol resistance

amy-back-amyE CDS

Fonte: Autora.
O plasmideo apresenta as unidades de transcricdo do gene repdrter sob controle do promotor

Pveg € do gene que codifica a Integrase 13, cuja expressdo esta regulada pelo promotor TP2 e
depende do sistema de Repressdo Catabdlica por Carbono.
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Figura A 5 - Mapa do plasmideo pBS1C-Psita-INT13-Pyeg-SFGFP.

amy-front-amyF-CDS
rrnB terminator

pBS1C-PsrfA-INT13- Pveg—s-FGFP
9673 bp

amy-back-amyE CDS

Bveg

cloramphenicol resistance

Fonte: Autora

O plasmideo apresenta as unidades de transcricdo do gene repdrter sob controle do promotor
Pveg € do gene que codifica a Integrase 13, cuja expressado esta regulada pelo promotor Pgia €
depende do sistema de Quérum Sensing ComQXPA.
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