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RESUMO

As técnicas mais usadas atualmente para alterar o fluxo metabdlico por uma determinada via
sdo a delecdo e/ou insercdo de sequéncias regulatdrias ou genes no cromossomo bacteriano.
Estes sdo métodos que alteram permanentemente a via metabolica em questdo, perturbando o
balanco metabdlico durante a fase lag de crescimento, 0 que muitas vezes leva a um excessivo
prolongamento desta fase além de diminuir a viabilidade celular. O metabolismo de purinas
em Bacillus subtilis tem grande potencial para manipulacdo genética e produz metabolitos
com valor biotecnologico. Cinco riboswitches (purk, xpt, nupG, pbuE e pbuG) controlam o
metabolismo de purina em B. subtilis promovendo a terminagdo precoce da transcricdo em
ligacdo com guanina ou adenina. O GTP gerado nesta via é utilizado na biossintese da
vitamina B> (riboflavina), apresentando o mesmo mecanismo de regulagdo com riboswitch de
flavina-monofosfato (ribDG). Neste estudo, um novo modelo de controle de metabolismo de
purina foi construido visando o aumento reversivel do fluxo de carbono pela via em B. subtilis
utilizando pequenos RNAs ndo-codificadores sintéticos (SRNAs). Estes foram desenhados e
sintetizados para interferir na regulacdo da expressao génica realizada pelos riboswitches,
mantendo assim a via biossintética ativa. Os riboswitches foram caracterizados por uma nova
metodologia in vitro na presenca dos ligantes guanina, adenina ou FMN, e nas células de B.
subtilis, sendo possivel constatar o papel regulador sobre o operon da bioluminescéncia
luxABCDE. Os sRNAs sintéticos foram desenhados no software Ribomaker para interferir na
estrutura secundaria dos riboswitches e, apds simulacdes in silico da interacdo intermolecular
riboswitch-sRNA, a funcionalidade dos sRNAs também foi ensaiada in vitro. B. subtilis
reprogramado com 0s SRNAs desenhados contra os riboswitches purE, pbuk e ridDG foram
capazes de neutralizar o efeito riborregulador comparado aos controles, ap6s analises de
bioluminescéncia e fluorescéncia em leitor de microplacas. A insercdo da sequéncia RiboJ a
extremidade 5> UTR do SRNA(purE) proporcionou étimas caracteristicas a B. subtilis para ser
utilizada como uma linhagem industrial, por exemplo, fase lag diminuida e crescimento
populacional maior. Foi possivel modelar exemplarmente o bem estudado metabolismo de
purinas nesta bactéria amplamente utilizada pela industria biotecnoldgica, e demonstrar que a
tecnologia SRNA ¢é realmente adequada para a engenharia metabolica de cepas microbianas
produtoras de produtos biotecnoldgicos. A vantagem deste conceito inovador de controle é
que a expressdo do gene pode ser tanto ligada como desligada conforme necessério. O novo
conceito é amplamente aplicavel e pode ser um elemento inovador no portfolio da moderna
biologia sintética.

Palavras-chave: Bacillus subtilis. Purinas. Riboflavina. Riborregulagdo. Riboswitch. RNAs
reguladores. RNAS sintéticos.



ABSTRACT

The currently employed tools to redirect metabolic flux through a specific pathway are
deletion and/or insertion of regulatory sequences or genes in the bacterial chromosome. These
methods permanently modify the pathway perturbing the metabolic balance during the lag
growth phase, which generally extends this process and also decreases cell viability. The
purine metabolism in Bacillus subtilis has great potential for genetic manipulation and
produces value-added biotechnological products. Five riboswitches (purE, xpt, nupG, pbuE
and pbuG) control the purine metabolism in B. subtilis by promoting the premature
transcription termination guided by guanine or adenine levels in the cell. The GTP generated
in this pathway is used in the biosynthesis of vitamin B (riboflavin), which is regulated by a
flavin-monophosphate riboswitch (ribDG). In this study, a new metabolism control model
was developed aiming to reversibly increase the carbon flux through selected pathways
employing small synthetic non-coding RNAs (SRNAs). These sSRNAs were designed and
synthesized to interfere with the regulation of gene expression performed by the riboswitches,
thus maintaining the biosynthetic pathways active. The riboswitches were characterized by a
new in vitro methodology in the presence of the ligands: guanine, adenine or FMN. The
riboswitches were characterized in B. subtilis cells using the luxABCDE bioluminescence
operon as reporter. Synthetic SRNAs were designed in the Ribomaker software to interfere
with the secondary structure of the riboswitches and, following in silico simulations of the
intermolecular riboswitch-sRNA interaction, SRNA functionality was also assayed in vitro. B.
subtilis reprogrammed with the sSRNAs designed against the purE, pbuE and ridDG
riboswitches were able to neutralize the riboregulatory effect comparing to the controls.
Insertion of the RiboJ sequence to the 5' UTR site of the SRNA(purE) provided excellent
features to B. subtilis as an industrial strain, as shorter growth lag phase and increased
population density. It was possible to exemplarily model the well-studied purine metabolism
in this bacteria which is widely used by the biotechnology industry and to demonstrate that
SRNA technology is actually suitable for the metabolic engineering of producing strains. The
advantage of this novel control concept is that gene expression can be either turned ON or
OFF as needed. The new concept is widely applicable and may be an innovative element in
the portfolio of modern synthetic biology.

Keywords: Bacillus subtilis. Purines. Regulatory RNAs. Riboflavin. Riboregulation.
Riboswitch. Synthetic RNAs.
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Figura 1- Biossintese de purina em bactérias. As etapas enzimaticas de 1 a 14 séo
responsaveis pela conversdo de 5-fosforribosil-1-pirofosfato (PRPP) a GTP. [I] 5-
fosfo-D-ribosil-amina; [II] 5-fosfo-ribosil-glicineamida; [II1] 5-fosforibosil-N-
formilglicineamida; [IV] 5-fosforibosil-N-formilglicineamidina; [V] 5-amino-1-(5-
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[Vi] 5-fosforibosil-4-(N-succinocarboxamida)-5-aminoimidazol; [Vii] 5-
phosphoribosil-5-amino-4-imidazol carboxamida; [IX], 5-fosforibosil-5-formamida-4-
imidazol carboxamida; IMP; XMP; GMP; GDP; GTP ..o
Figura 2- Representacdo do metabolismo de purinas em B. subtilis: sintese de novo e
importacdo de purinas do meio extracelular. Setas com linhas solidas sdo conversdes
metabolicas e setas com linhas tracejadas representam transporte através da membrana.
Quadros em roxo e laranja: genes e operons que fazem parte do metabolismo e sé&o
regulados POr FIDOSWITCNES ..........ccviiiiiice e
Figura 3- Representacdo geral da producdo de riboflavina em bactérias a partir de
GTP e ribulose-5-fosfato (genes representados em quadros na cor roxa) e 0 operon
relacionado ao metabolismo de riboflavina em B. subtilis, cuja expressao é regulada
PEIO FIDOSWILCH FIDDG ... e
Figura 4- Representacdo da estrutura dos riboswitches de purinas na regido 5> UTR de
um mRNA: aptamero [regido receptora de guanina (G) ou adenina (A)] e plataforma
de expresséo (formagéo de hairpin terminador ou antiterminador). A: Riboswitch de
guanina: quando ha G em altas concentracfes, este se liga ao aptamero e impede a
transcricdo do gene downstream (OFF). B: Riboswitch de adenina: quando A esta
ligada, h4 a formacdo do antiterminador permitindo a transcricdo (ON) pela RNA
POLIMEIASE ...t bbbkttt e bbbttt ne s
Figura 5- Representacdo dos plasmideos replicativos pPrib.luc com os riboswitches de
guanina (purE, xpt e nupG), adenina (pbuE) e FMN (ribDG) em fusédo transcricional
com 0 gene da luciferase de vagalume TUC ..........ccooeiiiiiiiiiiiee e
Figura 6- Esquema para avaliacdo da expressdo génica in vitro desenvoldida em nosso
estudo para avaliar a funcionalidade dos riboswitches de purinas e FMN ..............c........
Figura 7- Mapa do plasmideo utilizado para clonagem dos riboswitches de purina e
FMN contendo os sitios de restricdo padrdo Biobrick (E: EcoRI, X: Xbal, S: Spel e P:
Pstl), o cassete do gene rfp e de resisténcia para cloranfenicol cat, operon luxABCDE
como reporter e integra em Bacillus subtilis no 10CuS SACA .........cccoveveveeveccce e,
Figura 8- Representacdo do sistema idealizado neste trabalho para caracterizacdo in
vivo dos riboswitches que regulam genes do metabolismo em Bacillus subtilis. O
plasmideo pBS3Clux contendo o promotor PsrfA ou Pveg que controla a transcricdo
dos riboswitches de guanina (purE, xpt e nupG), adenina (pbuE) e FMN (ribDG) e
operon luxABCDE responsavel pela bioluminescéncia. BBp: Biobrick prefixo; BBs:
BIODMICK SUTIXO .vvevieciiecee ettt nne s
Figura 9- Desenho gerado no software Ribomaker de um sRNA com funcdo
regulatéria tendo como alvo a sequéncia consenso representativa dos aptameros dos
riboswitches de purina presentes em B. subtilis. A letra N na sequéncia consenso indica
uma posicdo altamente varidvel nas cinco sequéncias analisadas. O programa
automaticamente insere ribonucleotideos nas posi¢cdes marcadas por N e, com base
nessa sequéncia, gera um sRNA de tamanho pré-definido (80 nt, no exemplo abaixo).
O sRNA ¢ composto por uma sequéncia complementar ou parcialmente complementar
a sequéncia consenso (letras maitsculas) e por uma outra sequéncia, localizada na
extremidade 3’-, que constitui um terminador da transcricdo (letras mindsculas). As
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estruturas secundarias formadas pelo SRNA estdo representadas na figura: nucleotideos
marcados com “.” encontram-se ndo pareados e os representados por “(“ e )’
ENCONTTAM-SE PATCAAOS .....vvieeueiieeriieeiieeeieeesteeesteeessreeestaeeeteeesseeessseeessseeessseeensseessseesnnns
Figura 10- Representacdo das partes do riboswitch de purina (aptdmero e plataforma
de expressdo) e a localizacao da seed site, a qual foi usada como modelo para desenho
dos SRNAs sintéticos no software RIDOMAKET ..........c.cccoeieieiiiiiiicieeeee e
Figura 11- Mapa do plasmideo utilizado para clonagem dos sRNAs sintéticos
contendo os sitios de restricdo padréo Biobrick (E: EcoRI, X: Xbal, S: Spel e P: Pstl),
0 cassete do gene rfp e de resisténcia para eritromicina erm e integra em Bacillus
SUBLIHIIS NO TOCUS TACA ...ttt nne e
Figura 12- Representacdo da segunda unidade de transcricdo contendo o sRNA
especifico projetado para os riboswitches de purinas e FMN sendo regulado pelo
promotor grac, integrado ao locus lacA em Bacillus subtilis que contém o sistema
riDOSWItCh-0PEron lUX NOS GENOMAS ........ccveriiriiriiriieieie sttt
Figura 13- Mapa do plasmideo utilizado para clonagem do sistema SRNA-RNA-
Broccoli contendo os sitios de restricdo padrdo Biobrick (E: EcoRlI, X: Xbal, S: Spel e
P: Pstl), o cassete do gene rfp e de resisténcia para cloranfenicol cat e integra em
Bacillus subtilis N0 10CUS @MYE ..o
Figura 14- Caracterizacdo in vitro da funcionalidade do riboswitch purE na presenca
de guanina e adenina variando as contracGes em 50, 100 e 250 puM. O maior nivel de
atividade luciferase do controle (sem adicdo de purina) foi determinado como 100% e
comparado aos tratamentos aplicados. Analise de variancia com valor p<0,05; médias
gue ndo possuem a mesma letra (a, b e ¢) sdo significativamente diferentes ...................
Figura 15- Caracterizacdo in vitro da funcionalidade dos riboswitches. A-D:
riboswitches de purina; E: riboswitch de FMN ribDG. Aos controles, foi adicionada a
mesma solucéo tampéo usada para preparar a solucéo estoque das substancias testadas.
Guanina, adenina e flavina 5’-monofosfato (FMN) foram adicionadas a reagdo em
concentracdo de 50uM para as purinas € 100 uM para FMN. Os maiores niveis de
atividade luciferase obtidos foram determinados como 100% e comparados aos
tratamentos aplicados. Analise de variancia com valor p<0,05; médias que nao
possuem a mesma letra (a, b e ¢) sdo significativamente diferentes ...........ccccecveevrvennenn.
Figura 16- Bioluminescéncia (x100 unidade arbitraria) versus tempo de crescimento
(minutos) de Bacillus subtilis integrado com Promotor-luxABCDE em microcultivo
realizado no equipamento Infinite M200 Tecan, com meio LB (Controle; G: guanina
50 UM; Az adeniNg 50 M) ..o
Figura 17- Bioluminescéncia (x100 unidade arbitraria) versus tempo de crescimento
(minutos) de B. subtilis integrado com purE/luxABCDE (A), xpt/luxABCDE (B),
nupG/luxABCDE (C) e pbuE/luxABCDE (D). Microcultivos realizados no
equipamento Infinite M200 Tecan utilizando o meio LB (Controle somente com LB;
G: guanina 50 pM; A: adenina 50 M) ..c.oooiieoicie e
Figura 18- Simulacdo realizada no software Nupack representando a provavel
estrutura secundaria do riboswitch purE. Cada nucleotideo é representado por um
circulo colorido, cuja cor configura a probabilidade de equilibrio entre as bases
nitrogenadas (variando entre 0,0 — 1,0). A energia livre foi calculada em -18,60
KCAIIMOL ...ttt e st et e r e te e e na e neeaeeneenren
Figura 19- Estrutura secundaria do complexo riboswitch purE-sRNA gerada pelo
software NUPACK. Nucleotideos representados por circulos coloridos, os quais as
cores representam a probabilidade de equilibrio durante a hibridizagdo das partes na
simulacéo in silico. A energia livre calculada foi -65,78 kcal/mol ..........................
Figura 20- Atividade da luciferase (%) produzida apds reacdo de transcri¢do e
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traducdo in vitro dos riboswitches de guanina (A-C), adenina (D) e flavina 5°-
monofosfato FMN (E), na presenca de guanina ou adenina ou FMN e com o sRNA
especifico [SRNA(es)] e SRNA nao-especifico [SRNA(Nes)]. Analise de variancia com
valor p<0,05; médias que ndo possuem a mesma letra (a, b e c) séo significativamente
AITEIBNTES ..ttt b e bbb e b e e s e et et bt nbe b
Figura 21- Bioluminescéncia (X100 unidade arbitraria) versus tempo de crescimento
(minutos) de B. subtilis::purkE/luxABCDE::sRNA(purE) em microcultivo realizado no
equipamento Infinite M200 Tecan, com meio LB, ap6s inducdo por IPTG (Controle;
G: gUANINA B0 M) e nra e
Figura 22- A: Curva de crescimento (OD 600 nm versus tempo em minutos) de B.
subtilis 168 selvagem, B. subtilis::purE/luxABCDE::2E sem o SRNA (controle), B.
subtilis reprogramado com 0 SRNA especifico B.
subtilis::purkE/luxABCDE::sRNA(purE) e B. subtilis reprogramado com o sRNA(xpt)
inespecifico para o riboswitch. B: Taxa de ativacdo da expressdo génica causada pelos
SRNAs purE e xpt, calculada através da razdo entre os valores de bioluminescéncia
normalizados de B. subtilis expressando um dos sSRNAs por B. subtilis controle sem
SRNA. Linha em vermelho corresponde a taxa de ativacdo igual a 1,0, sendo niveis de
bioluminescéncia igual ao controle sem SRNA. ...,
Figura 23- A: Curva de crescimento (OD 600 nm versus tempo em minutos) de B.
subtilis 168 selvagem, B. subtilis::pbuE/luxABCDE::2E sem o sSRNA (controle) e B.
subtilis reprogramado com 0 SRNA especifico B.
subtilis::pbuE/luxABCDE::sSRNA(pbuE). B: Taxa de ativagdo da expressdo génica
causada pelo sSRNA(pbuE), calculada pela razdo entre os valores de bioluminescéncia
normalizados de B. subtilis expressando o SRNA(pbuE) por B. subtilis controle sem
SRINA et R e b bRt e e et nb e be b eene e enes
Figura 24- A: Curva de crescimento (OD 600 nm versus tempo em minutos) de B.
subtilis 168 selvagem, B. subtilis::xpt/luxABCDE::2E sem o SRNA (controle) e B.
subtilis reprogramado com o SRNA especifico B. subtilis::xpt/luxABCDE::sSRNA(xpt).
B: Taxa de ativacao da expressao génica causada pelo sSRNA(xpt), calculada pela razdo
entre os valores de bioluminescéncia normalizados de B. subtilis expressando o
SRNA(xpt) por B. subtilis controle sem sRNA. Linha em vermelho corresponde a taxa
de ativacdo igual a 1,0, sendo niveis de bioluminescéncia igual ao controle sem sRNA .
Figura 25- A: Curva de crescimento (OD 600 nm versus tempo em minutos) de B.
subtilis 168 selvagem, B. subtilis::nupG/luxABCDE::2E sem o SRNA (controle) e B.
subtilis reprogramado com 0 SRNA especifico B.
subtilis::nupG/luxABCDE::sRNA(nhupG). B: Taxa de ativacdo da expressdo génica
causada pelo SRNA(nupG), calculada pela razéo entre os valores de bioluminescéncia
normalizados de B. subtilis expressando o SRNA(nupG) por B. subtilis controle sem
SRNA. Linha em vermelho corresponde a taxa de ativagdo igual a 1,0, sendo niveis de
bioluminescéncia igual ao controle SemM SRNA ........cccooiiiieiicie e
Figura 26- Curva padréo para quantificacdo de riboflavina (UM) com concentracGes
variando entre 0,024 a 6,25 pM, sendo definida a equacdo da reta e 0 R? apds analise
da fluorescéncia (u.a.) com condi¢des de emissdo 525 nm e excitagdo a 450nm .............
Figura 27- A: Curva de crescimento (OD 600 nm versus tempo em minutos) de B.
subtilis::2E controle sem o SRNA, B. subtilis::sSRNA(purE) e B. subtilis reprogramado
com o sSRNA(ribDG), todos sem o operon IuxABCDE. B: Taxa de ativacdo da
expressao génica causada pelo SRNA(ribDG), calculada pela razéo entre os valores de
fluorescéncia normalizados de B. subtilis expressando um dos SRNAs por B. subtilis
controle sem sRNA. C: Concentracdo de riboflavina (nM) obtida ap6s calculo da
fluorescéncia submetida & equagdo da curva padrdo da linhagem reprograma com o
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Figura 28- Curva de crescimento (DO600) versus leitura de fluorescéncia (unidade
arbitraria) do B. subtilis::sRNA(purE)-RNA-Broccoli. Apés 130 minutos de cultivo,
foi adicionado IPTG e 0 fluor6foro DFHBI ..o
Figura 29- Fluorescéncia, em unidade arbitraria, produzida por B.
subtilis::sSRNA(purg)-RNA-Broccoli durante 24 horas de crescimento em meio
definido. Apos inducdo por IPTG, o fluor6foro DFHBI foi adicionado a cada leitura ....
Figura 30- Estrutura secundaria do complexo riboswitch purE-RiboJ/sRNA gerada
pelo software NUPACK. Os nucleotideos estdo representados por circulos coloridos,
0S quais as cores representam a probabilidade de equilibrio durante a hibridiza¢do das
partes na simulacao in silico variando de 0,0-1,0, sendo 1,0 a maior probabilidade. A
energia livre calculada foi -89,28 kcal/mol ...

Figura 31- A: Curva de crescimento (OD 600 nm versus tempo em minutos) de B.
subtilis 168 selvagem, B. subtilis::purE/luxABCDE::2E sem o sRNA(controle), B.
subtilis reprogramado com o SRNA(purE) e B. subtilis reprogramado com o sistema
RiboJ-sRNA(purE). B: Taxa de ativagdo da expressao génica causada pelo SRNA purk
e RiboJ-sRNA(purE), calculada pela razdo entre os valores de bioluminescéncia
normalizados de B. subtilis expressando o SRNA(purkE) e RiboJ-sRNA(purk) por B.
SUBLITIS CONEIOIE SEM SRINA L.....iiiiceee bbbt
Figura 32- A: Curva de crescimento (OD 600 nm versus tempo em horas) de B.
subtilis 168 selvagem, B. subtilis::purE/luxABCDE::sSRNA(purE), B. subtilis
reprogramado com o sistema RiboJ-sRNA(purE) e B. subtilis::xpt/luxABCDE::RiboJ-
SRNA(purE) como controle. B: Taxa de ativagdo da expressdo génica calculada pela
razdo entre os valores de bioluminescéncia normalizados de B. subtilis reprogramados
pelo controle sem sRNA. Linha em azul corresponde a taxa de ativacao igual a 1,0,
sendo niveis de bioluminescéncia igual ao controle sem SRNA ........ccccooiiininciennnnns
Figura 33- A: Cromatograma da solucdo contendo a guanina em concentracao de 3,7
mM, com o tempo de retencdo 6,840 minutos; B: Cromatograma da solucdo contendo
adenina em concentracdo de 3,3 mM, com o tempo de reten¢do 13,598 minutos. C:
Cromatograma da solucdo contendo a guanina (G) e adenina (A) em concentracdo de
0,92 e 0,82 uM e com tempo de retencdo de 6,716 minutos e 14,067 minutos,
respectivamente. Logo apds 2 minutos de corrida, o volume morto (acido perclorico
2M) é captado pelo detector DAD. As condi¢Bes padronizadas no HPLC foram:
solucdo A — tampdo fosfato 0,3 M e solucdo B — tampao fosfato 0,3 M + acetonitrila
(80%/20%, v/v), com Fluxo de 1,0 ML/MIN ...cccveiiiiieiieeceese e
Figura 34- Curvas padrdo para quantificacdo de guanina e adenina (mM) com
concentragOes variando entre 0,025 a 3,7 mM, sendo definida a equagéo da reta e 0 R?
apos andlise da area de cada ponto a 254 nm no detector DAD em HPLC ......................
Figura 35- Curva de crescimento de B. subtilis::2E (controle sem sRNA), B. subtilis
reprogramado com o sSRNA(purE) e B. subtilis reprogramado com o sistema RiboJ-
SRNA(purE). Em destaque com asterisco sdao 0s pontos de coleta das amostras para
quantificacdo das purinas POr HPLC ........ccooiiiiiiie e
Figura 36- Aumento em percentual da producdo de guanina (A) e adenina (B) versus
tempo de crescimento em horas das linhagens reprogramadas B. subtilis::sSRNA(purE)
e B. subtilis::RiboJ-sSRNA(purE) em comparagdo com o controle sem o sistema de
] R AN 1] 1 [ o SO SRSSP
Figura 37- Operon idealizado contendo todos os SRNAs e RiboJs em tandem visando
a construcdo da linhagem de Bacillus subtilis industrial com pool intracelular de
O L0 LT S
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1 INTRODUCAO

A biologia sintética é uma area emergente com grande potencial na manipulacéo de
sistema vivos, combinando o conhecimento e técnicas da quimica, biologia, ciéncia da
computacdo e engenharia. Um dos objetivos é a elaboracdo de dispositivos bioldgicos
sintéticos com diversas aplicacdes: tratamento de doencas, biorremediagdo, biossintese de
compostos quimicos e otimizacdo da biossintese de metabolitos secundarios, dentre outras
(CHEN; GALLOWAY; SMOLKE, 2012).

Os novos conceitos desenvolvidos pela biologia sintética mostram que a pesquisa por
novos produtos, novas vias de produgdo e novas fungdes ndo precisa se restringir ao lento
processo de selecdo de organismos com propriedades interessantes. Cada vez mais se torna
real a ideia da construcdo de células como biofébricas, bioprocessadores e biossensores
capazes de desempenhar fungdes complexas para as quais foram programadas (CAMERON;
BASHOR; COLLINS, 2014).

Vérias tecnologias utilizando a biologia sintética tém sido desenvolvidas para atender
as demandas de industrias. Por exemplo, mecanismos reguladores realizados por RNAs foram
descritos mostrando sua importancia no controle de vias metabélicas em microrganismos,
sendo 0 modo de regulacdo geralmente dependente da relacdo entre as estruturas secundarias
destes RNAs e o gene regulado de uma via especifica (IRNOV et al., 2010).

A vantagem da reprogramacdo de vias metabolicas pelo uso de pequenos RNAs
(SRNAs) sobre as técnicas comumente empregadas, como deleces e selecdo de mutantes
resistentes a antimetabolitos, é a possibilidade de manipular uma via metabdlica essencial
para o organismo sem reduzir sua velocidade de crescimento ou leva-lo a morte, otimizando
as condicdes de cultivo e aumentando a producdo de metabdlitos, sendo caracteristicas
interessantes para processos fermentativos.

O metabolismo alvo deste trabalho € a biossintese de purinas em Bacillus subtilis, que
gera moléculas de alto valor biotecnologico (hipoxantina, guanosina), além de precursores
gue interagem com outras vias como metabolismo de aminoacidos, das pentoses, glicélise,
biossintese de vitaminas (como exemplo, riboflavina) e a biossintese de nucleotideos.

Alguns dos genes e operons que atuam no metabolismo de purinas em B. subtilis sdo
regulados por cinco riboswitches. Riboswitches sdo sequéncias de RNA geralmente
localizadas na extremidade 5’ da regido nao codificadora de um mRNA (5> UTR), capazes de

regular a expressdo génica através de mudanga estrutural se ligado ou ndo a um determinado
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metabdlito. Os genes controlados por riboswitches estdo geralmente envolvidos na biossintese
e transporte dos seus ligantes cognatos (GARST; EDWARDS; BATEY, 2011).

Neste trabalho foi desenvolvido um sistema de pequenos RNAs ndo codificadores
(sSRNAs) sintéticos, com a finalidade de interferir na atuacdo dos riboswitches responsaveis
pela regulacdo do metabolismo das purinas e biossintese de riboflavina. Os alvos escolhidos
sdo os riboswitches que controlam a expressdo dos genes envolvidos tanto na biossintese de
purinas e transporte destas atraves da membrana, quanto o riboswitch que regula os genes da
biossintese da riboflavina.

Desta forma, planejou-se preservar a biossintese em pleno funcionamento, mantendo a
importacdo dos intermediarios da via e desativando a exportagdo, criando assim uma
linhagem de Bacillus subtilis com elevado pool intracelular de purinas que possa ser

direcionado para a producdo de vitamina B: (riboflavina).
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7 CONCLUSOES

Uma metodologia eficiente foi desenvolvida para a determinacdo in vitro da expressao
génica do gene luc e atividade reguladora dos riboswitches envolvidos no metabolismo de
purinas, em Bacillus subtilis. Este método pode ser aplicado para caracterizacdo de outros
sistemas contendo riborreguladores.

O design de pequenos RNAs sintéticos utilizando ferramentas in silico, assim como a
caracterizacdo reguladora in vitro, foram possiveis, e se observou que houve interferéncia dos
sRNAs no controle causado pelos riboswitches do gene luc. O design racional de sSRNAs
reguladores é uma possibilidade real visando a neutralizacdo do efeito regulador de
riboswitches ou outros sistemas de riborregulacéo.

Os sRNAs purE e pbuE foram inseridos no cromossomo de linhagens de B. subtilis, e
estas funcionam com o metabolismo de purinas reprogramado pelo aumento da concentragédo
de guanina e adenina intracelular. Assim como, B. subtilis reprogramdo com o SRNA(ribDG)
foi capaz de aumentar a producdo de riboflavina. Portanto, a funcionalidade dos SRNAs foi
comprovada e estes conseguem reprogramar de maneira especifica o0 metabolismo de purinas
ou da riboflavina.

A sequéncia estabilizadora RiboJ mostrou ser eficaz ao ser fusionada com o
SRNA(purE), causando o impedimento da riborregulagdo. Foi possivel confirmar que Bacillus
subtilis reprogramados com pequenos RNA sintéticos, isoladamente e quando fusionados a
sequéncia insuladora, sdo capazes de manter pool intracelular de guanina, o que foi proposto
como objetivo.

O modelo de controle do fluxo metabolico proposto neste trabalho podera ser
futuramente til no desenvolvimento de linhagens na producdo de outras substancias de
interesse biotecnoldgico, derivadas do metabolismo primario de B. subtilis, como a

riboflavina.
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