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Resumo

DA ROSA, Michelle Dias Hornes. Clonagem do gene MaSp1l da proteina da teia da
aranha Nephila clavipes e insercdo na cianobactéria Synechoccocus elongatus.
2014. 50f. Trabalho de Conclusédo de Curso (Bacharelado em Biotecnologia) —
Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2014.

Os fios tecidos pelas aranhas possuem grande interesse industrial, principalmente
na engenharia de materiais e em biomedicina, pois agregam propriedades Unicas,
sendo altamente resistentes e proporcionalmente elasticos. Atualmente ha uma
unido de esforgos para desenvolver materiais semelhantes e também métodos de
producao artificial da seda, e alguns sistemas de expresséo ja foram testados, tais
como Escherichia coli, células de mamiferos, células de insetos, larvas de bicho da
seda, plantas e leveduras. Pouco se tem dito sobre os beneficios das pesquisas com
cianobactérias, devido ao fato de contaminag6es ambientais por suas toxinas; no
entanto, h4 um grande nimero de produtos de interesse econémico que poderao ser
derivados de cianobactérias, inclusive a expressdo de proteinas recombinantes
biotecnoldgicas. O presente trabalho tem como objetivo a clonagem de um gene de
seda de aranha e transformacao da cianobactéria Synechococcus elongatus, para
posterior producdo da proteina. Para a construcdo genética, o gene de interesse
(proteina MaSpl da teia de Nephila clavipes), contido no vetor pMK-RQ foi
amplificado por PCR, e o vetor de expressao (pSyn-psba2-green) foi clivado para a
ligacdo do fragmento MaSp. Concluida a construcdo genética pSyn-psba2-MaSp,
bactérias E. coli foram transformadas com o plasmideo, através de eletroporacéao,
prosseguindo a prova de restricdo das transformadas. Apds a producdo do
plasmideo em larga escala, foi feita a transformacao das cianobactérias, que depois
foram testadas por PCR, confirmarando ser positivas para a presenca do pSyn-
psba2-MaSp em seus genomas, abrindo horizontes para pesquisas e aplicacdes
futuras.

Palavras-chave: seda, biotecnologia, proteina recombinante, biofabrica,
recombinacdo homologa



Abstract

DA ROSA, Michelle Dias Hornes. MaSpl Gene cloning from Nephila clavipes’ spider
silk and insertion in the cyanobacterium Synechococcus elongatus. 2014. 50p.
Trabalho de Concluséo de Curso (Bacharelado em Biotecnologia) — Centro de
Desenvolvimento Tecnologico, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2014.

Due to its unique properties — high resistance and elasticity — the silks woven by
spiders have a large industrial interest, especially for materials engineering and
biomedicine. Currently there is a joint effort to develop similar materials and also
artificial silk production methods, and some expression systems have been tested,
such as Escherichia coli, mammalian cells, insect cells, silkworm larvae, plants and
yeast. Little has been said about the benefits of research with cyanobacteria owing to
the fact of environmental contamination by their toxins; however, there are a lot of
products of economic interest that may be derived from cyanobacteria, including the
expression of biotechnological recombinant proteins. The present work aims the
cloning of a spider silk gene and transformation in the cyanobacterium
Synechococcus elongatus, for later production of the protein. For the genetic
construct, the gene of interest (MaSp1l protein of Nephila clavipes web), contained in
the vector pMK-RQ was amplified by PCR, and the expression vector (pSyn-psba2-
green) was clived for the binding of MaSp fragment. Once concluded the genetic
construct pSyn-psba2-MaSp, E. coli bacteria were transformed with the plasmid by
electroporation, proceeding the restriction test of transformed ones. After large-scale
plasmid production, cyanobacteria transformation was performed followed by a PCR
test, which confirmed the colonies to be positive for the presence of pSyn-psba2-
MaSp in their genomes, opening horizons for future research and applications.

Key-words: silk, biotechnology, recombinant protein, biofactory, homologous
recombination
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1. INTRODUCAO

A Biotecnologia, mais precisamente a tecnologia do DNA recombinante, é o
que tem permitido diversos avancos na producdo de compostos Uteis (ex.: Oleos,
etanol combustivel, enzimas para bioprocessos) e biofarmacos de alto valor
agregado (ex.: insulina, eritropoetina e interferon recombinantes). No contexto da
producdo de fibras de aranhas nao é diferente, a expressao de proteinas da teia
com sequéncias programadas e estrutura correta ja € possivel hoje, gracas as
pesquisas na area (BEER et al., 2009; FERRO, 2010).

Apesar de normalmente se encontrar mais informacdes negativas sobre
cianobactérias em contaminacfes ambientais por suas toxinas, deve-se levar em
conta seu potencial de uso em diversas areas como na alimentacao e agricultura,
além de sua facilidade de cultivo. Um novo enfoque poderia ser discutido para esses
organismos, atuando como biofabricas de sedas de aranha, substancias
extremamente resistentes e também elasticas, residindo em suas propriedades
guimicas o segredo de seu desempenho.

Diante do exposto, o presente estudo mostra-se como uma alternativa a
producdo de sedas, com o desenvolvimento de mais um possivel sistema de
expressao, a cianobactéria Synechococcus elongatus. Tendo em vista 0 sucesso da
integracdo do plasmideo pSyn-psba2-green nessa mesma cianobactéria (BRUM,
2014), desempenhou-se uma estratégia baseada em PCR, restricdo e ligacao para a
realizacdo de uma construcdo genética contendo gene de proteina de aranha, e
para insercdo da construcdo em S. elongatus fez-se uso de recombinacao

homologa.
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1.1 Objetivo geral

O objetivo em gquestdo é a clonagem do gene da proteina MaSpl (Major
Ampullate Spidroin 1), da “teia de seguranca” da aranha Nephila clavipes, e
transferéncia para a cianobactéria S. elongatus, visando a futura obtencdo da
proteina.

1.2 Objetivos especificos
- Amplificar o gene da MaSp1 do vetor pMK-RQ;
- Inserir o gene da MaSp1 no vetor de expressao pSyn-psbaz;
- Transformar a cianobactéria S. elongatus com o vetor pSyn-psba2-MaSp;

- Avaliar a integracéo do vetor na cianobactéria.



14

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Fibras de teias de aranha

2.1.1 Apresentacgéao das teias de aranha

As aranhas sdo artrépodes pertencentes a ordem Araneae e a classe dos
aracnideos, apresentando grande diversidade e ocupando a maioria dos ambientes
naturais. Porém, devido a natureza agressiva e predatéria, € dificil sua
domesticacdo, o que impulsionou pesquisas para entender a estrutura molecular de
suas sedas visando o desenvolvimento de sedas sintéticas, através de estratégias
alternativas de producdo, como a tecnologia do DNA recombinante (MENEZES,
2010).

A seda (ou “teia”) de aranha é uma substéncia fibrosa (proteica) constituida
de biopolimeros secretados pelas glandulas especializadas nas fieiras das aranhas.
Essa substancia € utilizada pelas aranhas em todos os aspectos de sua vida,
diferentemente de insetos e bichos da seda, que a usam somente para protecéo de

seus ninhos e pupas (OLIVEIRA, 2012).

Sendo a producdo de seda uma caracteristica geral e essencial as aranhas,
sabe-se que algumas espécies sao capazes de produzir até sete tipos diferentes de
seda (FOELIX, 1996; LEWIS, 2006). Cada um dos tipos desempenha uma funcéo
especifica, e sdo usados pelas aranhas com multiplos fins, sendo principalmente:
captura de presas; revestimento de sacos ovigeros, espermatéforos e ninhos;
construcdo de abrigos; dispersédo de filhotes, no chamado voo aracnideo; e ainda
como reserva alimentar (TADASHI et al., 2004).

A espécie Nephila clavipes possui particularidades interessantes, 0 que a
torna um modelo visado para experimentacdo, pela sua ampla distribuicdo
geografica (encontram-se por toda a Ameérica) e caracteristicas de sua seda — talvez
por isso sejam chamadas de “aranhas da seda de ouro” (gold silk spiders). A seda

do tipo “linha de seguranga” produzida ultrapassa a resisténcia do aco e a for¢ga do


http://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
http://pt.wikipedia.org/wiki/Biopol%C3%ADmero
http://pt.wikipedia.org/wiki/Gl%C3%A2ndula
http://pt.wikipedia.org/wiki/Fieira
http://pt.wikipedia.org/wiki/Aranha
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Kevlar — fibra que é atualmente usada em coletes a prova de balas (TERMONIA,
1994).

Os fios tecidos pelas aranhas possuem grande interesse industrial, pois
agregam propriedades Unicas, sendo altamente resistentes e proporcionalmente
elasticos — 0 aco, em comparacao, € altamente resistente, mas nao é flexivel —,
biocombativeis e biodegradaveis. Por conta disso, pesquisadores atualmente estdo
investindo em analises a fim de relacionar a estrutura quimica da seda para
desenvolver materiais semelhantes, e também em métodos de producéo artificial da
seda (FAPESP, 2014).

Nesse contexto, o Brasil, devido a biodiversidade (onde encontram-se
diversas espécies de aranha, consequentemente, diversas opcdes de teias), tem a
capacidade de vir a desenvolver essas sedas que agregam valor econdémico
estratégico, principalmente em industrias de engenharia de materiais (ex.: cordas e
redes de pesca, para-quedas, coletes a prova de balas) e biomedicina (ex.: fios de
sutura para cirurgia, material regenerativo tecidual, moléculas carreadoras de
farmacos, etc.) (CIB, 2014).

2.1.2 Mecanismo de producéo da seda

A formacao das fibroinas que irdo compor a teia ocorre dentro das glandulas
sericigenas das aranhas, e sdo estocadas como polimeros de alta densidade em
estrutura micelar — moléculas anfipaticas, com a parte interior hidrofébica, e parte
exterior, hidrofilica (JIN & KAPLAN, 2003). Cada micela abriga varias proteinas, e é
estabilizada pela presenca dos grupamentos N- (amina, -NH,) e C-terminal (4cido
carboxilico, -CO2H). As glandulas séo ligadas a varios canaliculos na extremidade
das fiandeiras que se abrem para o meio exterior, chamados fusulas, que séo os

locais por onde a aranha “tece” a seda (UNESP, 2014).

O mecanismo de fiagdo da seda envolve a polimerizagcdo das proteinas
soluveis para fibras insollveis. O processo inicia com um aumento na concentragcéo
da proteina no lumen glandular, formando a solucdo de fiagdo (HIJIRIDA et al.,
1996), e durante a passagem da mesma pelo ducto, ocorre um rapido agrupamento

das proteinas, tornando-as insolUveis apods a saida das micelas (SCHEIBEL et al.,



16

2004). O ducto age similarmente a uma membrana de diélise, controlando a troca de
agua e ions que permitira a estruturacdo das proteinas. Ao final, a fibra é entédo
puxada para fora pelas patas traseiras das aranhas, resultando na formacao do fio
da seda (SCIENCEBLOGS, 2014). A Figura 1 demonstra a esquematizacdo do

processo de formagéao, polimerizacao e extrusao da fibra.

[ Producao de proteinas ] [ Separacdodefase ] [ Montagem dafibra ]
LOmen 08 s e ?
_glandula .
i f o delons
I} r =
Espidroinasem Remocédo de dguae IF°'935 de
solugao mudanca depH alongamant e
cisalhamento
Gléndula da aranha Exterior

Figural - Processo de formagdo, polimerizacédo e extrusao das fibras de aranha. As proteinas da teia
sdo produzidas e armazenadas sob forma micelar, em solu¢do aquosa, no limen da glandula. No
momento da extrusdo, o ducto age trocando ions e removendo agua da solucdo contendo as fibras,
ocasionando uma mudanca de pH e saida das proteinas das micelas, que quando séo forcadas ao
meio exterior, devido as for¢cas de alongamento e cisalhamento, formam os fios sélidos da seda.
Fonte: MENEZES (2010).

2.1.3 Tipos de teias, composicao e propriedades

Segundo OLIVEIRA (2012), “sabe-se que as propriedades mecanicas das
teias de aranha séo devidas a organizacao intra e intermolecular do complexo de
proteinas que as constituem, denominado espidroinas”. As espidroinas, ou fibroinas,
sdo as proteinas filamentosas que compdem as sedas de aranhas, polimeros

compostos por blocos hidréfilos e hidréfobos.

Estima-se que 10 a 25% de sua composicdo seja de um componente

cristalino (proteinas estruturadas em folhas-B), sequéncias de aminoacidos


http://pt.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B3filo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B3fobo
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hidrofobicos responsaveis pela resisténcia mecénica da fibra, com motivos
representados por “(GA),” — glicina e alanina n vezes repetido — ou “(GGX),” — duas
glicinas e outro aminoacido qualquer, repetido n vezes; e 75 a 90% de um
componente amorfo (proteinas estruturadas em a-hélices), sequéncias de
aminoacidos hidrofilicos que conferem a elasticidade, representadas pelos motivos
“(GPGXX),” — glicina, prolina, glicina e outros dois aminoacidos quaisquer — ou
“(GPGGX),” — dglicina, prolina, duas glicinas e outro aminoacido qualquer.
(CETINKAYA et al, 2011). A Figura 2 compara as estruturas primarias

(aminoécidos) e secundarias (folhas- ou a-hélices) de alguns tipos de teias.

As teias de aranhas na natureza sdo altamente conservadas entre espécies
(Figura 3), possuindo uma sequéncia consenso de motivos estruturais repetitivos,
sendo a diferente combinagdo desses motivos 0 que as diferencia e afeta as
propriedades mecanicas. Combinac¢@es artificiais dos motivos conservados também
sao possiveis na Engenharia Genética, apresentando as proteinas as performances
mecanicas de acordo com suas estruturas primarias e processo de spinning

(extrusao).

Dentre todos os tipos de seda, a da glandula ampolada maior, chamada linha
de seguranca (dragline silk), € a mais resistente, sendo cinco vezes mais forte que o
aco (XU et al., 1990; GOSLINE et al., 1999), por isso também a mais estudada. As
aranhas a utilizam para dar o primeiro suporte para a teia, a estrutura principal. E
formada por proteinas de dois tipos, as chamadas MaSpl e MaSp2 — Major
Amplullate Spidroin 1 e 2 (XU et al.,, 1990), existentes em todas as aranhas
orbiculares. A MaSpl contém regides ricas em residuos de alanina e glicina e

também unidades GGX (X = leucina, tirosina, serina, alanina), e esta relacionada a

forca; a MaSp2 une o motivo rico em residuos de alanina ao motivo GPGXX (X
glicina, tirosina, serina, alanina ou glutamina), sendo a base da elasticidade. A
diferenca entre MaSpl e MaSp2 é a presenca do aminoacido prolina na MaSp2 e

nao existéncia do mesmo na MaSpl (HU et al., 2006).

A seda da glandula ampolada menor (minor ampullate spidroin - MISP) é bem
menos elastica e resistente que a da glandula ampolada maior, sendo usada como
um reforco, formando a espiral auxiliar. A mais elastica de todas as sedas, produzida

pela glandula flageliforme, chama-se seda flageliforme, e forma a espiral principal
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(de captura) da teia. E formada pela proteina Flag, que contém o motivo ja descrito
(GPGXX),, a base da elasticidade. A glandula agregata produz um tipo de cola
adesiva, uma substancia pegajosa glicoproteica que €é a responsavel pelo

mantimento da presa no espiral principal da teia (UNESP, 2014).

As demais glandulas presentes nas aranhas sao: piriforme, que produz os
discos de adeséo da teia ao substrato; aciniforme, usada na imobilizacdo de presas;
e cilindrica ou tubuliforme, que é usada para confeccionar os casulos de deposi¢ao
de ovos, na época reprodutiva (HAYASHI et al., 1998). A Figura 4 demonstra 0s

tipos de teias citados.

E importante ressaltar, sobre as propriedades das sedas de aranhas, sua
configuracdo variavel, sendo adaptaveis a diferentes condi¢cdes de temperatura,
contracdo/extensdo e umidade. As sedas sofrem supercontragdo quando
umedecidas ou molhadas pela chuva, podendo resistir ao peso de varias gramas de

orvalho em seus fios.

@ waaaa P
Elastic Crystalline 3, Helix
B-turn spiral B-sheet Ala-rich
GPGGx GPGQQ (GA),, AL GGX Spacer

masp1 I —
maspz —J——IE i
MiSp i b ¥
Fag I 3 B

Figura 2 - Compara¢do da composi¢cdo de quatro proteinas de teias de aranha. Os blocos coloridos

indicam que o motivo faz parte da proteina em quest&o. Fonte: adaptado de TEULE et al. (2009).
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MaSp1

N. cruentata GG-AGQGGYGGLGGQ~~~~~~ Gr==——————- Q AAARA- 27

N. clavipes GG-AGQGGYGGLGSQ~-~———~0 GRGGLGG----Q AAAAA-33
N.i.madagascariensis = GG-AGQGGYGGLGSQ---—-- .GRGGYGG----Q AaaAA-33

A. trifasciata GGOGGQGGYGGLGXQ  "GQGY  "GSGGQGGXG--QGGAAAAAAAA 43

A. diadematus (ADF-2) GGQGGQGGQGGLGSQ---—-~ .GGAGQGGY '.GQGGAAAAAAAA 39

Flag

N. cruentata [GPGGX],,[GGX], TVIEDLDITVNGPGGPITISEELTVGGP AGGS [GPGGX,],,
N. clavipes [GPGGX] ., TIIEDLDITIDGADGPPITISEELTIS- /GGS [GPGGX,] ..
N.i.madagascariensis [GPGGX], [GGX], TVIEDLDITIDGADGPITISEELTIGGA /GGS [GPGGX,] .,
A. trifasciata [GPGGX, ], GPVTVDVDVSVGGAPGG [GPGGX,],[GGX], [GPGGX,],

Figura 3 - llustracdo dos motivos proteicos de sedas conservados entre as espécies de aranhas. A
cor verde indica o motivo GGX; a amarela, o motivo (GA),; a vermelha, o motivo A,; em roxo, 0s
motivos GPGGX; e em azul, os motivos ainda desconhecidos (descritos como “espagadores”). Fonte:
adaptado de TEULE et al. (2009).

Glandula ampolada
maior
Estrutural ¢ linha

de seguranga Glandula da seda

piriforme
Discos de adesao
ao substrato
Glindula da seda
flageliforme
Espiral de captura

Glindula da scda
aciniforme
Imobilizagdo da presa
¢ encapsulamento

Glandula da seda
tubuliforme
Fncapsulamento

Figura 4 - Representagéo dos tipos de teias de aranha e as glandulas produtoras. Fonte: OLIVEIRA
(2012).

Glandula da seda

agregata
Revestimento pegajoso
(cola)

Glandula ampolada
menor
Espiral auxiliar
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2.1.4 Aplicacao das teias de aranha e modelos de producéo ja testados

Trabalhos recentes ressaltam a utilizagéo das sedas em sistemas carreadores
de genes para células tumorais (NUMATA et al., 2012), entrega direcionada de
farmacos (LAMMEL et al., 2011), e como suporte para regeneracao de tecidos e
terapia celular (EISOLDT et al.,, 2011), gracas as suas caracteristicas de
anfipaticidade (moléculas que possuem uma porc¢do hidrofilica e outra hidrofébica —
atracdo e repulsdo a moléculas de H,O, respectivamente), biodegradabilidade e ndo
citotoxicidade. Outros relatos incluem as sedas em aplica¢cfes balisticas, produtos

esportivos e téxteis.

A tecnologia do DNA recombinante possibilita hoje a producéo de fibras de
aranhas com sequéncias determinadas, correta estruturacdo e arquitetura e peso
molecular definido (RABOTYAGOVA et al.,, 2009). As etapas basicas de um
processo de producdo de seda de aranha recombinante sdo: o planejamento
(escolha) do gene de um dos tipos de seda e posterior sintese em cassete; a
insercdo do segmento escolhido em um vetor pré-determinado; transferéncia do
cassete génico para um sistema de expressdo; selecdo dos transformados; e
expressao e purificacdo da proteina (PALOMARES et al., 2014).

No momento, as proteinas das teias estdo sendo produzidas em folhas e
sementes de plantas, em bactérias, no leite de animais transgénicos, entre outros;
de forma a avaliar qual sistema de expressao se mostrara mais eficiente, em relacao
a producdo em larga escala e custo reduzido (SILVA et al., 2013). Moléculas de
cDNA da teia de seguranca ja foram clonadas e expressas em Escherichia coli,
células de mamiferos, células de insetos e larvas de bicho da seda; enquanto que
genes sintéticos também de teia de seguranca de N. clavipes ja foram expressos em
Pichia pastoris, E. coli e plantas (TOKAREVA et al., 2013).

A maioria das sedas recombinantes foram produzidas em E. coli
(FAHNESTOCK et. al, 1997; WANG et al., 2006; RABOTYAGOVA et al., 2009; AN et
al., 2011; TEULE et al., 2012), pela sua facilidade de manipulacdo e custo
relativamente baixo. Contudo, alguns problemas foram observados na producgao de
teias recombinantes nesse organismo, como erros de transcricdo, delecdes,

recombinacdo homologa e formacdo de corpos de inclusdo, reduzindo a taxa de
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expressdo da proteina, o que acredita-se estar associado a estrutura altamente
repetitiva e a grande extenséo das sequéncias proteicas das sedas.

A levedura P. pastoris € outro organismo que tem sido usado a fim de
minimizar a presenca de proteinas truncadas e permitir a secrecdo da seda para o
meio extracelular. O grupo FAHNESTOCK et al. (1997) obteve altos niveis de
expressao de genes sintéticos quando da a¢ao do promotor Paoxi.

Linhagens celulares de mamiferos, tais como as de epitélio alveolar mamario
bovino e de rins de hamster ja foram usadas para expressar MaSpl e MaSp2
(LAZARIS et al., 2002). Os resultados demonstraram que, apesar da expressao ter
de fato ocorrido, quanto maior era o tamanho da proteina da seda em questéo,
menor era a taxa de producao, na qual varios fatores podem estar atribuidos, como
transcricAo e secrecdo ineficiente, além de limitacdes traducionais. Outra
constatacdo que se fez importante foi que as sedas produzidas sem cauda de

histidina tiveram melhores propriedades mecanicas do que as que incluiam a cauda.

Da mesma forma, a producdo de teias recombinantes foi experimentada
através de animais transgénicos (camundongos e cabras). A producdo foi
direcionada para as glandulas mamarias, e sua secrecdo se deu no leite (LAZARIS
et al., 2002; WILLIAMS, 2003; XU et al., 2007). A expresséo foi controlada pelo
promotor da B-caseina, sendo as proteinas da seda observadas apenas nos tecidos
mamarios; no entanto a taxa de expressao foi menor (11.7 mg/L) em comparagao

com a expressao em bactérias (300 mg/L, maxima acumulacéo descrita).

As plantas séo sistemas de expressao de facil manejo e baixo custo. Batata e
tomate transgénicos ja foram testados para a producdo de MaSpl de N. clavipes,
porém a acumulacdo da proteina no reticulo endoplasmatico dessas plantas nao
passou de 2%. (SCHELLER et al., 2001).

Outros candidatos para a investigacdo da producdo de seda de aranha
recombinante séo os bichos da seda (Bombyx mori). Ja ha relatos de transferéncia
génica para estes sistemas através de baculovirus, que infecta as células se
replicando rapidamente e produzindo boa quantidade de proteina nas larvas.
(MOTOHASHI et al., 2005).
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2.2 Cianobactérias

2.2.1 Apresentacdo das cianobactérias

Cianobactérias sdo organismos procariontes fotossintetizantes que possuem
organelas fotossintéticas semelhantes a cloroplastos, sendo por este motivo
anteriormente classificadas como algas, chamadas “algas verde-azuladas” ou
cianoficeas. Atualmente esses seres sdo compreendidos no Sistema Bacteriano de
Classificacdo (STANIER, 1977; OREN, 2004), sendo um filo dentro do dominio
Bacteria, pelo fato de suas paredes celulares corarem como as de bactérias Gram-
negativas (ECODEBATE, 2011).

A maioria das espécies habitam aguas continentais (rios, lagos, etc.), algumas
podem ser encontradas em solos Umidos, sob o folhico de florestas, ambientes
congelados, dentre outros, sendo eventualmente seres endossimbiontes. Os
ambientes que melhor propiciam seu crescimento sdo aguas neutroalcalinas (pH 6,0
—9,0) em temperaturas variadas (15 — 30 °C) e com alta concentracdo de nutrientes,
principalmente nitrogénio e fosforo. Devido ao seu dinamismo fisioldgico,
morfolégico e ecoldgico, as cianobactérias demonstram grande capacidade
adaptativa (MISCHKE, 2003).

Dentre 0s microrganismos aquaticos, as cianobactérias desempenham um
importante papel como produtores primarios de matéria organica (WETZEL, 1983) e
fixadores de nitrogénio. Quanto a estrutura celular, dispdem de uma parede celular
semelhante a de bactérias Gram-negativas, constituida de mureina, uma camada
dupla de polissacarideos e bainha de mucilagem (evita desseca¢édo). Ndo possuem
flagelos, porém algumas espécies se locomovem por meio de proteinas da parede

celular.

No que tange aos processos fisioldgicos e bioquimicos, na maior parte das
espécies, a maquinaria fotossintética encontra-se em pregas da membrana celular,
denominadas tilacoides; e algumas outras espécies podem realizar quimiossintese a
partir de sulfureto de hidrogénio, como fazem também outras bactérias (MADIGAN
et al., 2004). As cianobactérias realizam fotossintese através de dois centros de

reacao, os fotossistemas | e Il, nos quais ocorre a conversao de energia luminosa
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em fotoquimica (SADAVA et al.,, 2009). A clorofila reside no fotossistema II,
juntamente com aceptores de elétrons associados a heterodimeros chamados D1 e
D2, codificados pelos genes psbA e psbD, respectivamente. (BRUM, 2014;
EICHORN et al., 2014).

As cianobactérias foram os principais produtores primarios da biosfera ha 3
bilhdes de anos, quando a Terra continha apenas 0,0001% de oxigénio. Esses
organismos encheram a atmosfera com oxigénio, possibilitando o surgimento dos
seres hoje existentes. Os estromatolitos — formacfes calcareas dispostas em
camadas — sdo a evidéncia féssil que comprova essa acdo, tendo como

componentes principais as cianobactérias (BRYSON, 2005).

2.2.2 Metabolitos e produtos naturais de cianobactérias

Quanto a pigmentos fotossintéticos para o processo de respiracao celular, as
cianobactérias possuem, em sua maioria, clorofila a juntamente com ficobilinas
(pigmentos que conferem as ceélulas uma cor azulada) nas lamelas
fotossintetizantes; no entanto alguns géneros n&o produzem ficobilinas e tem
clorofila b, ao invés de clorofila a. A substancia de reserva energética € o glicogénio,
e outros pigmentos acessorios, como carotenoides e ficoeritrina (pigmento de cor

vermelha) também ja tiveram sua producao reportada (PINOTTI et al., 1991).

As cianobactérias também produzem toxinas (cianotoxinas), entre as quais a
anatoxina-a, aplisiatoxina, cilindrospermopsina, acido domodico, microcistina,
nodularina e saxitoxina; algumas destas possuindo acdo hepatoxica e neurotoxica,
podendo ainda causar gastroenterites e complicacdes mais graves, inclusive na
espécie humana (SIQUEIRA et al.,, 2004). Provavelmente essas substancias
comecaram a ser produzidas como meio de defesa desses organismos
(CARMICHAEL et al., 1992; AZEVEDO et al., 2006).

2.2.3 Interesse e aplicacdo das cianobactérias no contexto atual

As cianobactérias constituem um grande potencial nos dias de hoje, estando

Seus usos imersos nas mais diversas areas, como na alimentacao (fontes ricas em
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proteinas, carboidratos, lipideos e vitaminas), agricultura (inoculante de solos),
industria de combustiveis (producdo de metano, hidrogénio, biodiesel), cosméticos,
tratamento de residuos, etc. (PINOTTI et al., 1991).

Uma grande vantagem € a necessidade Unica de éagua, CO;, luz e
substancias inorganicas para seus processos vitais. Em contrapartida, podem
representar danos ao meio ambiente através de suas toxinas — fato que deve ser
levado em consideracdo quando de sua utilizacdo como biomassa produtora de
compostos bioativos —; &guas poluidas por detritos industriais, por exemplo,
propiciam a floracdo (crescimento excessivo de cianobactérias). Por este motivo,
deve-se investir cada vez mais na purificacdo de agua para uso humano e no estudo
dos efeitos ambientais (AZEVEDO et al., 2006; DI BERNARDO et al., 2002).

2.2.4 Cianobactérias como modelo para expressédo de biomoléculas

Pouco se tem dito sobre os beneficios das pesquisas com cianobactérias,
devido ao fato de contaminacfes ambientais por suas toxinas; no entanto, ha um
grande numero de produtos especiais de interesse econémico que poderdo ser (e,
em alguns casos, ja sdo) derivadas de cianobactérias — inclusive a expressdo de

proteinas recombinantes biotecnoldgicas.

Atualmente vem crescendo os investimentos em “energia verde”, os
biocombustiveis tem ganhado espaco no cenario de matrizes energéticas, e uma
grande utilidade para a biomassa de cianobactérias (especialmente as que crescem
em aguas residuarias), € a producdo de metano e biodiesel (BECKER et al., 1981,
BENEMANN et al., 1990). Segundo pesquisa da USP (Universidade de S&o Paulo),
um hectare de milho produz 168 litros de biodiesel, o equivalente ao mesmo hectare
de cianobactérias poderia produzir 140 mil litros, ou seja, quase mil vezes mais (UOL
Noticias, 2013).

Especificamente para o campo da Biotecnologia, destaca-se o uso dos
pigmentos ficocianina e ficoeritrina como marcadores fluorescentes para
diagnosticos. Esses pigmentos tém sido também utilizados como reagentes de cor
na industria de cosmeéticos (KYLE et al., 1989; BENEMANN et al., 1990).
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No ramo alimenticio, a producdo de Oleos essenciais 6mega-3 e dmega-6,
atribuidos a reducdo do risco de doencas coronarianas, pode ser um mercado
promissor futuramente. O sucesso desta ideia dependera do melhoramento genético
do contelido de gordura e acidos graxos das cianobactérias, assim como da reducéo
dos custos de producdo e estabelecimento de um processo de obtencdo mais
controlado e homogéneo com respeito & composic¢ao do éleo (KYLE, 1989).

2.2.5 A cianobactéria Synechococcus elongatus

Cianobactérias do género Synechococcus sdo bem difundidas no ambiente
marinho e de agua doce, e seus individuos podem apresentar forma cilindrica ou
ovoide, formando grupos pareados, lineares, ou de individuos isolados. E através da
fotossintese que Synechococcus spp. realizam biossintese e respiracdo celular
(NADDAF, 2004).

A espécie S. elongatus foi encontrada apenas em agua doce, e ndo é
conhecida por causar doencas. Duas cepas da espécie ja tiveram seus genomas
sequenciados e caracterizados: S. elongatus PCC 6301 e S. elongatus PCC 7942,
apresentando grande similaridade. O pigmento principal requerido para fotossintese
em S. elongatus é a clorofila a (também comum em plantas), podendo incluir
pigmentos acessoérios, sendo os mais comuns da classe das ficobiliproteinas:

ficocianina, aloficocianina e ficoeritrina (MICROBE WIKI, 2011).

A linhagem PCC7942 foi primeiramente descrita como Anacystis nidulans
(RIPPKA et al., 1979), mas atualmente se encontra na literatura como S. elongatus
(WILMOTE & STAM, 1984), mais frequentemente, ou ainda como S. leopoliensis
(SHESTAKOV & REASTON, 1987) — denominacao adotada na Colecao de Culturas
do Instituto Pasteur (NADDAF, 2004). Essa cepa possui genoma de tamanho 2.7
Mb, contendo genes para 2662 proteinas e 53 RNAs (NCBI, 2014), sendo
considerada uma boa plataforma para expressdo heteréloga pelo seu genoma

pequeno e de sequéncia ja conhecida (por isso de facil manipulacao).

Entretanto, h4 a necessidade da utilizagdo de promotores fortes para
expressao de proteinas em cianobactérias, ja que as taxas de producado ainda séo

baixas. Algumas pesquisas tém destacado o promotor do fotossistema (pbsA) como
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um dos mais fortes de S. elongatus, e frente a isto BRUM (2014) produziu um
plasmideo (pSyn-psba2-green) contendo o promotor psba2, tendo como base o

plasmideo comercial pSyn_1.

2.2.6 Recombinacdo homéloga em S. elongatus

Um fato interessante ao se trabalhar com biologia sintética em S. elongatus é
sua alta capacidade de adquirir DNAs exdgenos, através da recombinacéo
homologa. Este processo é um tipo de recombinacdo genética, que envolve a
realocacdo de genes entre moléculas de DNA (ou dentro de uma mesma molécula)
que compartilhem regides de homologia, através da substituicdo de genes do
genoma da célula-alvo pelos contidos no vetor. No caso do vetor final desse estudo
(pSyn-psba2-MaSp), as sequéncias flanqueantes que permitirdo a troca sao

sitios neutros”, também presentes no genoma da S. elongatus.
(BRUM, 2014; CLERICO et al., 2007; NELSON, 2011).

denominadas

Em bactérias, a recombinacdo homologa representa um processo de reparo
de DNA, podendo também ocorrer durante a conjugacao, quando material genético
é transferido de uma para outra bactéria. Em eucariotos, essa recombinacdo tem
papel na replicacdo e divisdo celular, incluindo o reparo de forquilhas de replicacéo
bloqueadas, ocorrendo com alta frequéncia durante a meiose. Um exemplo deste
mecanismo, em humanos, € a geracdo da diversidade de anticorpos, a qual s6 é
possivel devido a recombinacdo que ocorre nos genes responsaveis por coordenar
as regides variaveis das imunoglobulinas, contornando assim a capacidade limitada
do DNA codificante. (COX, 2001).

S&o raros os exemplos em que a integracao do inserto no genoma-alvo se da
de maneira estavel, jA que na maioria dos casos isso ocorre por recombinacao
heter6loga, a qual o gene se insere em locais aleatérios do genoma (WATSON,
2009). Além disso, a clonagem com base em enzimas de restricdo necessita de uma
estratégia diferente para cada gene, dependendo dos sitios de restricdo disponiveis.
Nesse sentido métodos de recombinacdo homodloga foram um avanco importante,
abrindo a possibilidade de trabalhar com qualquer vetor, permitindo a troca de varios
genes simultaneamente (WATSON, 2009).
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2.3 Consideracgdes sobre a producao de sedas de aranha em cianobactérias

O primeiro desafio relacionado com a producéo de sedas de aranha requer a
descoberta da melhor biofabrica possivel para a sintese — o que pode incluir
melhoramento genético —, ja que até o momento nenhum trabalho conseguiu

reproduzir teias com propriedades mecanicas equivalentes as de teias naturais.

Além disso, a polimerizacdo das fibras em laboratério é dificultada pelos
processos de desidratacdo e de esticamento da fibra. A técnica de polimerizacao
normalmente utilizada € o wet spinning, no qual as proteinas (apds purificadas e
liofilizadas) sé&o solubilizadas em HFIP a 25-30% (1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol).
Ja a extrusdo das fibras € feita pelo equipamento SpinLine System (DACA
Instruments, EUA), por meio de um banho de alcool isopropilico (TEULE et al.,
2009). Por dultimo, o esticamento da seda pode se dar em banho aquoso,
melhorando as propriedades mecénicas das fibras formadas (AN et al., 2011).

E em relag&o as cianobactérias, a possibilidade de cultivo em fotobiorreatores
€ uma vantagem que muito interessa, além de serem também utilizados meios
eutrofizados para seu crescimento (SIQUEIRA et al., 2004). Programas de cultivo
industrial em larga escala foram e estdo sendo desenvolvidos (BECKER, 1981;
BENNEMAN, 1990), e necessitam ser bem estabelecidos para que os produtos de
cianobactérias possam chegar ao mercado.
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3. METODOLOGIA

3.1 Construcao genética

3.1.1 Preparacao do gene de interesse

Visando a amplificacdo da MaSp (sequéncia génica codificante da proteina
MaSp1l) para posterior insercdo no vetor de expressdo pSyn-psbha2, iniciadores
(primers) foram construidos com base na analise in silico da sequéncia do
plasmideo pMK-RQ (Figura 5) cedido por Lewis e colaboradores (University of Utah,
EUA). Feito o desenho dos iniciadores, estes foram sintetizados (Life Technologies,
Brasil) resultando nas sequéncias MASP(Bglll)-FOR:
CGCAGATCTATGACCGGTGGTGCAGGTCA; e MASP(Notl)-REV:
ATAGCGGCCGCCCTCCGGAGGCTGCTGCCGC.

Inicialmente, para a “PCR teste”, foram experimentadas trés diluigdes do
plasmideo original pMK-RQ — 50x, 100x e 200x — e trés temperaturas de anelamento
para os iniciadores, a fim de definir a melhor condicdo de amplificacdo. Em
termociclador as amostras foram submetidas ao programa: (94 °C por 2 minutos; 94
°C por 30 segundos; 56 °C/58 °C/60 °C por 30 segundos®) em 30, 35 e 40 ciclos ?;
72°C por 1 minuto e 15 segundos; 72°C por 5 minutos.

Apo6s aproximadamente duas horas e meia as amostras foram retiradas do
equipamento e aplicadas em gel de agarose 1% para prosseguir a eletroforese,
utilizando como parametro o marcador 1 kb Plus (Invitrogen, Brasil). O tamanho

esperado de banda para o produto MaSp é de 1048 pb.

! Temperaturas de anelamento testadas para os iniciadores, desempenhadas em blocos diferentes
do aparelho termociclador.
> Nuameros de ciclos testados, em ocasibes diferentes.
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Figura 5 - Plasmideo pMK-RQ. Em verde, indicadas as regides de anelamento dos iniciadores, FOR
(Forward ou senso) e REV (Reverse ou antisenso), usados para amplificar “{MaSP1]8” (em roxo,
acima). Em azul, indicada a regido de origem de replicagédo bacteriana do plasmideo “Col\E1\origin”; e

a regido de resisténcia a kanamicina (antibiético) indicada em roxo, abaixo - “KanR”.

A partir da parametrizacdo das melhores condi¢cdes de amplificacdo, outra
PCR foi realizada aumentando-se o volume de reacao, para depois excisar a banda
no gel referente ao fragmento MaSp. O programa da PCR utilizado foi o
anteriormente otimizado e, para a eletroforese, todo o volume do amplificado foi
adicionado em gel de agarose 1%, permitindo a obtencdo e purificacdo da banda
MaSp (1048 pb).

Com a banda excisada, prosseguiu-se o protocolo de purificagdo GFX PCR
DNA and Gel Band Purification Kit (Invitrogen, Brasil). Depois de purificada a

sequéncia, fez-se a quantificacdo em fluorimetro Qubit (Life Technologies, Brasil),
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determinando assim a concentracdo do fragmento. Logo apds as enzimas Bglll (New
England Biolabs Inc.) e Notl-HF (New England Biolabs Inc.) foram usadas para
preparar o inserto para a ligacdo, fazendo a digestdo a fim de deixar
complementares os terminais MaSp e pSyn-psba2. A purificacdo e quantificacdo da

restricdo foram realizadas passadas trés horas de reacao.

3.1.2 Preparacao do vetor

Para a construcdo, foi utilizado como base o plasmideo pSyn-psba2-green,
produzido anteriormente por BRUM (2014). Este plasmideo (Figura 6) possui um
sitio de recombinacdo homologa, chamado sitio neutro 1 (NS1), o qual permite uma
integracao direcionada do transgene; além do promotor psba2 de Synechocystis sp.
e um gene de resisténcia ao antibiotico espectinomicina, para a selecdo das cepas

transformadas.

Para a conclusdo do plasmideo de interesse pSyn-psbha2-MaSp, foi preciso
linearizar o plasmideo pSyn-psba2-green retirando o fragmento green através de
restricdo pelas enzimas BamHI-HF e Notl-HF, para a ligacdo do fragmento MaSp.
Apos trés horas a 37 °C, a reacdo foi aplicada em gel de agarose 1%, como feito
anteriormente em seguida da PCR do fragmento MaSp, para excisar a banda do gel,

purificar e quantificar.

3.1.3 Ligacao do inserto ao vetor

Devido ao fato de as enzimas BamHI-HF e Bglll-HF serem substituiveis uma
pela outra, ou seja, resultam em terminais coesivos apos o corte, foi possivel usar as
duas, uma para cada restricdo, garantindo mesmo assim extremidades de corte que

nao prejudicariam a ligacao.
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Figura 6 - Plasmideo pSyn-psba2-green. “Spectinomycin” — gene de resisténcia a espectinomicina;
“Pni+psba2” — promotor hibrido construido (BRUM, 2014) pela unido de um promotor sensivel a

niquel (“Pni”, de Synechocystis sp.) com um promotor do fotossistema Il envolvido na fotossintese
(“psba2”, também de Synechocystis); “ZsGreen1” — gene da proteina fluorescente green; “rrnb”

regido de terminacdo de transcricdo; NSla e NS1lb — sitios também presentes no genoma de S.
elongatus que orientam a recombinacdo homodloga do DNA contido entre os sitios neutros do vetor

(CLERICO et al., 2007); “PUC ori” — permite a replicacdo do plasmideo em muitas copias; “Psp” —

promotor do gene da espectinomicina.

Para a ligacdo dos fragmentos e formacdo do plasmideo pSyn-psba2-MaSp,
seguiu-se uma reacédo de 10 pL, sendo 5 pL (200 ng) de inserto (MaSp), 3,8 uL (174
ng) de vetor (pSyn-psba2), 0,2 puL (600 U) de T7 DNA ligase e 1 pyL do tampéao
especifico para funcionamento da enzima. O microtubo contendo a ligacéo

permaneceu na bancada por trés horas a temperatura ambiente (~ 22 °C).
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3.2 Transformacao de E. coli

Com a ligacdo pSyn-psba2-MaSp pronta, o protocolo do kit Eletrocomp
(Invitrogen) foi desempenhado em ordem a propagar o plasmideo através da
maquinaria celular da bactéria E. coli One Shot TOP10 (Invitrogen, Brasil). Oitenta
microlitros das células eletrocompetentes (E. coli) foram usados em cada tubo, em
um sendo adicionado de 1 ng de pChlamy (controle positivo) e em outro adicionado
de 3 pl da ligagéo.

Deixados os cultivos em contato com os vetores por um minuto, estes foram
transferidos para cubetas de eletroporacdo e em seguida submetidos a corrente
elétrica em equipamento eletroporador, a uma capacitancia de 25 pF, resisténcia de
200 Q e voltagem de 2500 V. Aplicada a corrente, imediamente foram adicionados
480 uL de meio SOC as misturas, e estas foram entéo transferidas para tubos de 15
mL para incubacdo em agitador orbital (shaker) a 37 °C com agitacdo de 150 rpm

durante uma hora e meia.

Concluido o tempo de incubacédo, os cultivos foram retirados do agitador e
entdo plagueados (100 pL por placa), a fim de se fazer a selecdo das cepas
transgénicas. As placas para o controle foram constituidas de meio LB-agar (10 g de
triptona, 5 g de extrato de levedura, 10 g de NaCl e 15 g de agar em 1 L de H,0)
adicionado de ampicilina (concentracdo final de 50 pg/mL), e para 0s possiveis
transformantes do plasmideo pSyn-psbha2-MaSp, de LB + espectinomicina
(concentracdo final de 100 pg/mL), de acordo com o0s genes de resisténcia
presentes em cada plasmideo; sendo deixadas sob incubacao por cerca de 14 horas
a 37 °C.

3.3 Extracéo plasmidial e prova de restrigao

No dia seguinte a transformacao, as placas que ficaram de um dia para o
outro (overnight) na estufa foram observadas quanto ao crescimento de coldnias e,
apos constatacdo das néo fluorescentes em transluminador Safelmager (Invitrogen,
Brasil) — pois h& a possibilidade de algumas internalizarem plasmideos que nédo
foram cortados/ligados corretamente, permanecendo a por¢cao green —, foram

realizados cultivos liquidos em meio LB (10 g de triptona, 5 g de extrato de levedura,
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10 g de NaCl em 1 L de H,0) adicionado de espectinomicina (concentragao final de
100 pg/mL) de 10 colbnias selecionadas. Os cultivos permaneceram em agitador

orbital com agitacédo de 150 rpm, a 37 °C por 14-16 horas.

Apoés o crescimento das colonias selecionadas em meio liquido, observou-se
a turbidez dos meios para proceder a extracdo plasmidial daquelas colénias com
crescimento satisfatério, utilizando-se o protocolo lllustra plasmidPrep Mini Spin Kit
(GE Health Care, Brasil). Os plasmideos recuperados foram submetidos & restricéo
com as enzimas EcoRI e Notl-HF por 3 h a 37 °C, e posterior eletroforese, para

verificar se o padrdo de banda conferiria com o tamanho da sequéncia MaSp (1048
pb).

3.4 Clonagem do plasmideo pSyn-psba2-MaSp

A fim de se ter uma quantidade (concentracdo) suficiente de plasmideo para
uma posterior transformacéo das cianobactérias, uma nova transformacéo de E. coli
foi feita, apenas com aqueles plasmideos que demonstraram padrdes de corte
corretos (possuiam bandas do tamanho da MaSp), provenientes das colbnias
classificadas como positivas. A transformacao transcorreu como da primeira vez,
seguidas as mesmas condi¢des, ao fim provendo placas de bactérias especificas,

contendo apenas plasmideos sabidamente completos.

3.5 Cultivo e transformacao das cianobactérias

O cultivo da cianobactéria S. elongatus cepa PCC 7942 se deu em estufa a
34 °C e luz constante, em meio liquido BG-11 (A1379901/A1379902 - Life
Technologies, Brasil) suplementado com carbonato de calcio (15 mM).

A fim de inserir o plasmideo construido no organismo final de expresséo, uma
terceira transformacéo foi realizada. Essa transformacao foi desempenhada baseada
no protocolo Transforming Synechoccocus elongatus PCC 7942 (Invitrogen, Brasil).
A medicdo da Densidade Optica (OD7s) do cultivo da cianobactéria € o primeiro
passo a se fazer. Em espectrofotdmetro, a medicdo da absorbancia de 1 mL do

cultivo previamente preparado resultou em OD de 0,5. Como o protocolo recomenda
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que se utilize ODs5 entre 1 e 2, foram usados 3 mL de cultivo para a transformacgao
no lugar de 1,5 mL, como recomendado pelo fabricante.

Feitas duas centrifugacdes e ressuspensdes consecutivas do pellet em meio
liquido BG-11, 5,5 pL de pSyn-psba2-MaSp (equivalentes a 1 ug) foram adicionados
aos cultivos, em modelo de triplicata, sendo trés amostras tratamento
(Synechoccocus + pSyn-psba2-MaSp 1, 2 e 3) mais dois controles (Synechoccocus
sem plasmideo e com antibiotico / Synechoccocus sem plasmideo e sem antibiotico)

totalizando cinco casos.

A incubacgéao dos cultivos se deu em tubos no equipamento de banho-maria, 4
h a 34 °C. Passado este periodo os cultivos foram retirados do banho e
imediatamente plagueados (100 pL) em placas de meio BG-11-agar +
espectinomicina (exceto no controle sem antibiético) para entdo permanecerem de
uma a duas semanas a temperatura ambiente para selecdo (crescimento) das

coldnias transformadas.

3.6 Confirmacéo final das cianobactérias transformadas

Como prova substancial da eficiéncia da transformacdo das cianobactérias
com o plasmideo construido pSyn-psba2-MaSp, tem-se a PCR “de colénia” (Colony
PCR). Ao utilizar um iniciador senso que se ligue no gene de resisténcia a
espectinomicina, contido no plasmideo pSyn-psba2-MaSp; e um iniciador antisenso
gue se ligue em uma regido dentro do genoma da S. elongatus (na porcao que
antecede o sitio neutro NS1a), temos certeza de que o plasmideo esté integrado ao
genoma, caso o resultado da PCR seja positivo (havera amplificacdo de uma banda
com tamanho de 1400 pb). As sequéncias de iniciadores utilizados foram
S7942(REC)-FOR: TGCTGCGCGTAACATCGTTGCTGCT; e S7942(REC)-REV:
ATGTGATCGGAACCCTGAGCCGT.

Para este procedimento, primeiramente foram repicadas dez colonias da
placa de S. elongatus feita apdés a transformacdo, e cada uma foi posta em
microtubo com 10 pL de 4gua mili-Q. Destes 10 uL, 1 pL foi adicionado a 2 mL de

meio BG-11 (para se ter cultivos simples) e os outros 9 uL foram aquecidos a 95 °C
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por 5 minutos em termociclador, para que ocorresse a lise das células e liberacdo do

DNA gendmico para amplificagéo na PCR.

Na PCR propriamente dita, fez-se um mix para 12 amostras — as 10 colbnias
repicadas, 1 controle negativo e 1 positivo (amostras anteriormente ja testadas),
além do branco (controle habitual, sem DNA). Em termociclador, as amostras foram
submetidas ao programa: 94 °C — 2’, (94 °C — 30”7, 58 °C — 30", 72 °C — 1'30”)35x,
72 °C — 5. Ap6s duas horas e vinte minutos as amostras foram retiradas do
aparelho, aplicadas em gel de agarose 1% e, feita a eletroforese, o gel foi observado

em luz UV e entéo fotografado.
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4. RESULTADOS

4.1 Construcéo genética e transformacéao bacteriana

A PCR teste indicou 58 °C como a melhor temperatura de anelamento para os
iniciadores, e a amostra 50x diluida com a banda mais evidenciada, em 40 ciclos. A
banda de 1048 pb (referente a sequéncia MaSp) do gel da segunda PCR
performada (Figura 7) pbde ser cortada e purificada seguindo-se os protocolos,

resultando em uma concentracéo final de 60 ng/uL, determinada pela quantificacao.

A partir do gel da eletroforese da reacdo de restricdo do pSyn-psba2-green
(Figura 8), foi excisada a banda de tamanho 3900 pb, correspondente a fracao
pSyn-psba2 (o tamanho do plasmideo completo pSyn-psba2-green era de 4781 pb),
que foi purificada pelo mesmo protocolo usado para a obtencdo do fragmento MaSp
e também quantificada pelo protocolo ja citado, demonstrando uma concentracéo de
34,8 ng/uL. J& para o produto MaSp nao houve necessidade de eletroforese; apés

cortado, purificado e quantificado (40 ng/uL), ja estaria pronto para a ligacdo com

pSyn-psba2.
M MASP B
12.000 pb —+—
1.650 pb —|——
1.000 sb—— - <,':|
100 pb —}—

Figura 7 - Gel da PCR para extragdo da banda “MASP”. Destaque pela seta para a banda MaSp,
correspondente a 1048 pb, que foi excisada. M: marcador 1kb Plus com alguns tamanhos

correspondentes de bandas; MaSp: reacdo de PCR; B: branco.
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M PSYN
12.000 pb — | : Lo
2.000 pb — 1 m =
1.650 pb —}——
1.000 pb—1
850 pb —|——

Figura 8 - Gel da PCR para extragdo da banda “PSYN”. Destaque pela seta para a banda “PSYN”
(pSyn-psba?2), correspondente a 3900 pb, que foi excisada. M: marcador 1kb Plus; PSYN: reacéo de
restricao.

A Figura 9 demonstra o resultado final da construcédo, o plasmideio pSyn-
psba2-MaSp. Com 4984 pares de base resultantes, o plasmideo final contém todos
os elementos do vetor pSyn-psba2: promotor e gene de um antibiético de selecéo
(espectinomicina), um promotor hibrido forte (feito pela ligacdo de dois tipos de
promotores — Pni e psbha2), origem de replicacdo, terminador de transcricdo e 0s
sitios neutros de recombinacdo (NSla e NS1b); juntamente com o gene da proteina
MaSp1, retirado do plasmideo pMK-RQ.

Espera-se que, ao adentrar o genoma da S. elongatus através da
recombinacdo homologa mediada pelos sitios neutros, o plasmideo pSyn-psba2-
MaSp induza a producdo da proteina MaSp através da forte acdo do promotor
Pni+psba2, e que as colbnias transformadas possam se distinguir pela sua

resisténcia a espectinomicina.
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Figura 9 - Plasmideo pSyn-psba2-MaSp. “[MaSP1]8” (em roxo, acima) — sequéncia inserida do gene
MaSp; “Spectinomycin” — gene de resisténcia a espectinomicina; “Pni+psba2” — promotor hibrido;
“rrnb” — regido de terminacdo de transcricdo; NSla e NS1b — sitios para recombinacdo homéloga;

“PUC ori” — origem de replicagéo; “Psp” — promotor do gene da espectinomicina.

ApoOs o periodo de incubacdo da primeira transformacao, todas as colénias
crescidas seriam, a principio, possuidoras do plasmideo pSyn-psba2-MaSp por
crescerem em meio com espectinomicina, jA que a resisténcia é dada pelo
plasmideo (as ndo possuidoras do plasmideo seriam inibidas pelo antibiotico).
Entretanto, devido a falta de evidéncia da eficacia da ligagdo MaSp+pSyn-psba2,

essa comprovacao so seria constatada no momento da observacéo da placa com as

coldnias.
Como o gene de resisténcia esta contido no plasmideo pSyn-psba2-green, a

substituicdo de green por MaSp nao alteraria sua presenca, fazendo-se assim
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possivel que, na placa de transformados, surgissem também colbnias fluorescentes
oriundas de plasmideos mal cortados/ligados, j& que estes também conferem
resisténcia. Desta forma, uma confirmacdo das verdadeiras colonias transformadas
foi feita através da observacdo da placa contra a luz ultravioleta. As colénias néo
fluorescentes foram marcadas para a extragdo plasmidial, e em relagéo a totalidade
da placa corresponderam a uma pequena parcela.

4.2 Prova de restricao e clonagem do plasmideo

Onze colbnias foram selecionadas para cultivo, e procedidas as extracdes
plasmidiais. A Figura 10 € um gel pés-eletroforese ilustrando o padrdo de banda que

as colbnias positivas demonstraram (1048 pb — referentes a MaSp).

Tendo constatado as colbnias positivas pelas digestdes dos plasmideos
recuperados, procedeu-se entdo a segunda transformacdo bacteriana. Essa
transformacao foi feita em ordem a se obter uma quantidade satisfatéria de pSyn-
psba2-MaSp, em placa individual. Da nova placa de bactérias assumidamente
possuidoras da construcao, foram repicadas colbnias para se fazer cultivos em que

se extraiu e estocou o plasmideo em boa concentracao.

4.3 Transformacédo da cianobactéria S. elongatus e PCR confirmatoria

As placas de BG-ll-agar contendo as coldénias de S. elongatus
transformadas sao referenciadas na Figura 11. Como suposto, todas as colbnias
testadas por PCR foram positivas, ou seja, amplificaram bandas de 1400 pb,
provendo indicios de que possam ser produtoras da proteina MaSp1l (Figura 12). Ou
seja: das 10 colbnias de cianobactérias selecionadas da placa para crescimento em
meio liquido, das quais se extraiu o DNA, em todas conseguiu-se amplificar o
fragmento que confirma a integrac@o do inserto no genoma da cianobactéria. O que
permite essa afirmacéo é justamente o fato de o iniciador antisenso anelar dentro do

genoma da S. elongatus.
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Figura 10 - Gel da restricdo dos plasmideos extraidos das col6nias de E. coli recombinantes. A
pretenséo da restricao feita com BamHI + EcoRI seria apenas linearizar o plasmideo (j& que o sitio de
BamHI foi perdido), enquanto que com EcoRI + Notl-HF seria cortar o plasmideo nas regides
flanqueantes a MaSp (resultando em uma banda de 1048 pb). A seta destaca a col6nia positiva para
pSyn-psba2-MaSp. RBL1: restricdo do plasmideo da col6nia 1 (1) com BamHI + EcoRI; RN1: restricao
de (1) com EcoRI + Notl-HF; RB2: restricdo do plasmideo da colénia 2 com BamHI + EcoRI; RN2:
restricdo de (2) com EcoRI + Notl-HF; P2: plasmideo fechado 2; RB3: restricdo de (3) com BamHI +
EcoRlI; RN3: restricéo de (3) com EcoRI + Notl-HF; P3: plasmideo fechado 3; M: marcador 1kb Plus;
RB4: restricao de (4) com BamHI + EcoRI; RN4: restricao de (4) com EcoRI + Notl-HF; P4: plasmideo
fechado 4; RB5: restricdo de (5) com BamHI + EcoRI; RN5: restricdo de (5) com EcoRI + Notl-HF;
RB6: restricdo de (6) com BamHI + EcoRI; RN6: restricdo de (6) com EcoRI + Notl-HF.

Figura 11 - Placa de cianobactérias transformadas.
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Figura 12 - Gel da PCR confirmatéria da integracdo do pSyn-psba2-MaSp na S. elongatus. O
tamanho do fragmento do marcador (1400 pb) foi atingido por todos os amplificados (amostras 1-10).
M: marcador 1kb Plus; C+: controle positivo; 1-10: amplificados das colbnias testadas; C-: controle

negativo; B: branco (sem DNA).
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5. DISCUSSAO

O plasmideo pSyn-psba2-MaSp foi usado para transformar E. coli, tendo a
transformacao ocorrido com sucesso, fato que afirma o reconhecimento do promotor
Pni+psbA2 pelo sistema de transcricdo das bactérias. Shibato et al. (1998) ja haviam
constatado que o promotor psbA2 da cianobactéria Microcystis aeruginosa é
reconhecido pelas RNAs polimerases de E. coli, e ainda que a expressao
direcionada pelo promotor seria constitutiva e independente da presenca de luz no
momento do cultivo das bactérias. Quando o mesmo plasmideo foi utilizado para
transformar S. elongatus, o crescimento de col6nias em placas contendo
espectinomicina foi o indicio da ocorréncia da transformacéao, ndo sendo observada
nenhuma col6nia nas placas das cianobactérias ndo transformadas, demonstrando a

sensibilidade ao agente seletivo.

Acerca dos métodos para transformacéo, a eletroporacdo tem sido usada
para muitas estirpes, mas € um procedimento que pode causar mutacdes. A
conjugacdo (incubacdo) é o procedimento mais geral para transformar
cianobactérias, e foi primeiramente descrito por Wolk e colaboradores (1984). O
maior problema, nesse caso, € a presenca de muitas enzimas de restricdo em
diversas espécies de cianobactérias (ex.: Aval, AvaW, and Avalll), por isso se o
inserto contém sitios de reconhecimento de quaisquer destas enzimas, a eficiéncia
de transformacao é reduzida (VIOQUE, 2007).

A partir das coldnias de cianobactérias resistentes ao antibiético, foi feita
PCR para confirmar a inser¢cdo do plasmideo em seus genomas. De 11 colbnias
analisadas, 11 foram positivas para a integracdo, ou seja, 100% foram classificadas
transgénicas. Isto é sustentavel pelos dados de Chen (2013), o qual verificou uma

transformacao eficiente ao utilizar o plasmideo pSyn_1.

A grande vantagem de se produzir proteinas em cianobactérias esta
relacionada ao seu cultivo, com a necessidade Unica de agua, CO,, luz e
substancias inorganicas, existe a possibilidade do cultivo em larga escala em
fotobiorreatores, além da utilizacdo de meios eutrofizados e aguas residuais. Outro
ponto positivo € a presencga de sitios neutros para recombinagdo no genoma de
algumas espécies, como a S. elongatus. Além do sitio neutro 1 (NS1) usado neste

estudo, ha ainda a possibilidade de utilizacdo de mais dois outros sitios (NS2 e
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NS3), fazendo assim mais modificagdes gendmicas e inser¢cbes génicas de forma
independente, como relatado por Niederholtmeyer (2010).

Contudo, foi constatado que a producdo de seda de aranha em outros
organismos gera stress celular, com aumento da traducéo de proteinas relacionadas
a stress e aumento da demanda de glicil-tRNAs, dado o alto conteudo de glicina das
proteinas da seda. Xia e colaboradores (2010) comprovaram essa hipétese e
conseguiram aumentar a expressao de uma proteina de N. clavipes em E. coli
através do aumento do pool de glicil-tRNAs por engenharia metabdlica. Essas e
outras guestdes relativas a expressao de sedas recombinantes em cianobactérias

deveréo ser esclarecidas em pesquisas futuras.
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6. CONCLUSAO

Com a finalizacdo da construcdo genética pSyn-psba2-MaSp, pbde-se
constatar sua insercdo gendmica no organismo S. elongatus PCC 7942, segundo 0s
resultados da PCR.

N&o existindo até a data na literatura trabalhos que relacionem as espécies
aqui utilizadas — N. clavipes e S. elongatus —, tampouco que relatem producgéo de
proteinas de aranha por cianobactérias, novos horizontes estdo a surgir, € 0 sucesso
da ideia das teias de aranha recombinantes provavelmente estara relacionado com

estudos genéticos e estabelecimento de processos industriais em larga escala.

As cepas de S. elongatus ao final confirmaram sua transgenicidade. Passos
futuros da pesquisa serdo a obtencdo de dados sobre a expressdo da proteina

MaSp, para determinar assim a eficiéncia das cianobactérias na producéo.
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