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RESUMO GERAL 1 

Cianobactérias emergem como alternativas importantes na exploração de matérias-primas 2 

acessíveis na aquicultura sustentável, contribuindo para a captura de dióxido de carbono 3 

atmosférico e utilizando-o como fonte de carbono inorgânico para aumentar a biomassa. As 4 

cianobactérias, particularmente, são destacadas por sua habilidade natural de integrar DNA 5 

exógeno em seu genoma, tornando-se biofábricas interessantes para a produção de proteínas 6 

recombinantes (PRs). No entanto, o baixo rendimento dessas biofábricas ainda é um dos 7 

obstáculos para o seu desenvolvimento nos processos biotecnológicos. Dessa forma, a presente 8 

tese teve como objetivo principal aprimorar a eficiência da cianobactéria Synechococcus 9 

elongatus PCC 7942 para produzir PRs utilizando diferentes estratégias de incremento de 10 

produção. No primeiro estudo, foi avaliado o desempenho do promotor comercial induzível 11 

por níquel (PnrsB) com o promotor livre de indutor PpsbA2 na expressão da proteína repórter 12 

ZsGreen1, sob influência do campo magnético de 30 mT (CM30). Como resultado foi 13 

demonstrado que a produção de PRs em S. elongatus PCC 7942 pode ser melhorada com o uso 14 

do promotor nativo PpsbA2 associada à aplicação de CM30. No segundo estudo foram testadas 15 

diferentes intensidades de luz e tempo de exposição em culturas com dois promotores nativos 16 

relacionados ao fotossistema II de cianobactéria (PpsbA1 e PpsbA2). Foi observado também, 17 

que, um menor tempo de exposição pode levar à maior produção de PR com esses promotores. 18 

De forma geral, o promotor PpsbA2 demonstrou ser mais eficiente em relação ao PpsbA1. Esse 19 

promotor, quando induzido por 6 h e intensidade de luz mais alta (500 μmol. m-2. s-1), resultou 20 

na produção de quantidades maiores da proteína de interesse. O terceiro estudo abordou uma 21 

estratégia inovadora para aprimorar processos biotecnológicos usando microrganismos 22 

fotoautotróficos, utilizando os CM para incrementar a produção de PRs. Nesse estudo, as 23 

melhores condições definidas no segundo estudo foram usadas na produção de PRs com 24 

promotor PpsbA2, observando-se aumento significativo nos níveis de transcrição em 45% e 25 

fluorescência em 25-28% sob a aplicação do CM de 30 mT nas culturas. A utilização de 26 

cianobactérias associada à aplicação de CM como uma abordagem não tóxica, econômica e 27 

ambientalmente sustentável parece ser uma ferramenta promissora para melhorar o rendimento 28 

de produção de PRs com promotores nativos. Esta tese abre caminho para uma exploração mais 29 

aprofundada dos mecanismos moleculares afetados pelos CM, potencializando a produção de 30 

biomoléculas por meio de cianobactérias, com potencial aplicação comercial e na aquicultura. 31 

 32 
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ABSTRACT  1 

Cyanobacteria emerge as significant alternatives in exploring readily available raw materials 2 

in sustainable aquaculture, contributing to the sequestration of atmospheric carbon dioxide and 3 

utilizing it as an inorganic carbon source to boost biomass. Cyanobacteria, in particular, stand 4 

out for their natural ability to integrate exogenous DNA into their genome, making them 5 

intriguing biofactories for recombinant proteins (RPs) production. However, the low yield of 6 

these biofactories remains a major obstacle to their development in biotechnological processes. 7 

Thus, this thesis aimed to enhance the efficiency of the cyanobacterium Synechococcus 8 

elongatus PCC 7942 in producing RPs using different production enhancement strategies. In 9 

the first study, the performance of the commercially inducible nickel promoter (PnrsB) was 10 

evaluated against the inducer-free promoter PpsbA2 in expressing the reporter protein 11 

ZsGreen1, under the influence of a 30 mT magnetic field (MF30). The results demonstrated 12 

that RP production in S. elongatus PCC 7942 can be enhanced using the native promoter 13 

PpsbA2 associated with MF30 application. The second study tested different light intensities 14 

and exposure times in cultures with two native promoters related to the photosystem II of 15 

cyanobacteria (PpsbA1 and PpsbA2). As a result, it was observed that a shorter exposure time 16 

could lead to higher RP production with these promoters. Overall, the PpsbA2 promoter proved 17 

to be more efficient than PpsbA1. This promoter, when induced for 6 hours at a higher light 18 

intensity (500 μmol. m-2. s-1), resulted in higher production of the target protein. The third study 19 

addressed an innovative strategy to improve biotechnological processes using photoautotrophic 20 

microorganisms, utilizing MFs to increase RP production. In this study, the best conditions 21 

defined in the second study were used in RP production with the PpsbA2 promoter, resulting 22 

in a significant increase in transcription levels by 45% and fluorescence by 25-28% under the 23 

application of a 30 mT MF in cultures. The use of cyanobacteria combined with MF application 24 

as a non-toxic, cost-effective, and environmentally sustainable approach appears to be a 25 

promising tool to enhance RP production with native promoters. This thesis paves the way for 26 

a deeper exploration of the molecular mechanisms affected by MFs, enhancing biomolecule 27 

production through cyanobacteria, with potential commercial and aquaculture applications. 28 

 29 

Keywords: biotechnological applications, magnetic fields, gene expression, photosystem II, 30 

light intensity.31 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 1 

1.1 Aquicultura fotossintética 2 

Os organismos fotossintéticos vêm cada vez mais demonstrando seu potencial dentro 3 

da aquicultura. É notável a grande quantidade de informações acerca das vantagens da 4 

produção e utilização de macroalgas, microalgas e cianobactérias dentro e fora do mercado 5 

aquícola, seja pelo seu potencial nutricional e nutracêutico como ingrediente na formulação de 6 

rações (Mokolensang et al., 2023; Oviedo-Olvera et al., 2023; Tham et al., 2023) ou na 7 

composição da alimentação humana (Leandro et al., 2020; Grahl et al., 2020), seja como fonte 8 

de compostos bioativos importantes, como para a indústria cosmética,  cosmecêutica e 9 

biomédica (Tseng et al., 2021; Castro et al., 2023), na biorremediação de efluentes (Oliveira et 10 

al., 2023) ou na produção de biocombustíveis emergentes (Marangon et al., 2023).  11 

Com o crescimento acelerado da população humana e a crescente preocupação com as 12 

mudanças climáticas, pontos como o fornecimento alternativo de alimento e a geração de 13 

biocombustíveis emergentes passaram a fazer parte das discussões a respeito da produção 14 

desses microrganismos, uma vez que eles apresentam características vantajosas buscar a 15 

minimização dessas problemáticas (Koyande et al., 2019; Chew et al., 2021). Microalgas e 16 

cianobactérias são atualmente duas das principais alternativas na exploração de matérias-17 

primas inéditas e baixo custo na aquicultura sustentável, sendo fortemente indicada a sua 18 

produção em grande escala aos poderes políticos, como recurso alternativo energético e de 19 

alimento funcional (Phukan et al., 2020). O conceito de economia circular se baseia na 20 

reutilização dos resíduos de um sistema para ser utilizado como recurso de um sistema futuro 21 

(Pomoni et al., 2024) e reforça a ideia de produção desses microrganismos, pois se alinha à 22 

redução das emissões de resíduos e gases poluentes, à medida que contribui nas demandas da 23 

sociedade, como já exposto anteriormente (Figura 1) (Ahmad e Ashraf, 2023).  24 

Investir na indústria fotossintética está diretamente alinhada com os Objetivos de 25 

Desenvolvimento Sustentável (ODS) firmados na Agenda 2030 na Cúpula das Nações Unidas 26 

sobre o Desenvolvimento Sustentável, mais precisamente a ODS de número 13 que estipula 27 

metas de Ação contra a Mudança Global do Clima (ONU, 2016). No Brasil, já existem políticas 28 

voltadas ao setor agropecuário, que têm como objetivo a adaptação dessas atividades às 29 

mudanças climáticas (Brasil, 2016). No entanto, ainda é insuficiente a atenção que é dada de 30 

https://pdf.sciencedirectassets.com/271852/1-s2.0-S0045653520X00245/1-s2.0-S0045653520335190/main.pdf?X-Amz-Security-Token=IQoJb3JpZ2luX2VjEJX%2F%2F%2F%2F%2F%2F%2F%2F%2F%2FwEaCXVzLWVhc3QtMSJHMEUCIEU4OKTByolC0kMWHBPETJU8vSQ46Tl8UfsdYyCbhXA4AiEA%2BgHajfu0FDbuKU3vIeTNkflfyp%2B7eoCdtWoaVIMN%2BFcqvAUI3f%2F%2F%2F%2F%2F%2F%2F%2F%2F%2FARAFGgwwNTkwMDM1NDY4NjUiDPhhRjIEZL4536rzwyqQBeY7nuLNY%2F6nddZ%2Bg2x4KcavR8hJ9ssWTCkVsv9UdwgvJNjRUzLd9g4KUYWL%2B%2FsSGblwzLr7Qqb%2F2UiO7D%2BsYH3qJ286JJ9shJPkcOwclBKJqa%2BI8FRwbv2iKnJQ6%2FsmTVlbMwA6GthmhIowqUv5D6AnxeaeWB7TQObGuTmE3vyFRIEaSF2QB%2BjDdwWOAwGrCIJSTx4f5B0P7JUcIoSbfD0AyzVbuZLPYFV%2BPT8eRrqI7xSLWqO8%2FI0DdFo6nkZ5ODnLaKccnp764dIem5ll%2BTBS0A%2FT1BOfQm6uOcjqcRnjFOZuTRv%2FeLeIMaNtAx7vyC%2B0RxuA6cTCOYHplzDw8oiyWyTcz%2FlqWSFFfS5O3%2BSn6T%2BNuqZOBgVNFMBlRHVebod5HzCGEtztT%2FOBAx1ky6c9K1JND31TiThucxiXPmH%2FJS2IcL57LZHXl4D5MRwMu0mfmXu4IYeP8tMMNCEEv%2Bb6u3gpSW43JpTUGJgEWT3k%2BN0zasVCEBenOBEFp3gahH3jb90YncGNEYPsUJWlsZZkme5IW6B1ZMCBmWoAlof3d0lO%2BFSiYRqUvYqHj9%2FBFCghj0BWD6tgBVszDnBEeb7wfct4%2BLHYwFUgGcIILSH2usuAOjcHzJGXD3fzt72LUXrvJXqDD%2Bp4Dy8ac4ErEPLT8w4rbGuTR2iGqX8B793w59vO%2B5%2F3VQ%2FeGrFOhoVC6dahBpBY3TiPVenVLH1O9ROMLplZz4iYyseSinYW6%2B4wZ3jKkh27dT6D%2BHbM%2FBUTjYXe5cYFhU44%2B%2B60amL8kWBZWhye0Q68Fi9DsDibPZNpuYJH88WHsUqG%2FwnvimumB%2FvboirnwywuPeh1D8GsbNKBp7MONDdIv3WX2bKqJ%2FOVMIjZ6aoGOrEBB84Khb45MQ1w%2FN5KPaTWipNlRBCnFB22CYLMePZSSnSDNt60QfuaBNJo1Q%2BqSwmyiyHnbcNFh%2FZ6f12ogNTdiECV3NnHmOMHeS4Wtb8U%2FGL3KPaiQrSJjEZE5sQ5MRA7QG154hEc9SNqR0hL58pnG9CSh5HGGvth8z5c4DILk9oaRjMoU2IsWNF3P1MImcFYZDvZ3cJXmML5BKQlYFKloUn%2BII5zVVis00oXBod%2FC6sr&X-Amz-Algorithm=AWS4-HMAC-SHA256&X-Amz-Date=20231119T215033Z&X-Amz-SignedHeaders=host&X-Amz-Expires=300&X-Amz-Credential=ASIAQ3PHCVTYYSEGZCEF%2F20231119%2Fus-east-1%2Fs3%2Faws4_request&X-Amz-Signature=0a54a5a993798c3d75dd6cb391c69c578a81d8443e43853933adf328491473b2&hash=0a473236995f5707dda2d618d1da3b50ef1af9c61d6720e54487bce25ce1c9e0&host=68042c943591013ac2b2430a89b270f6af2c76d8dfd086a07176afe7c76c2c61&pii=S0045653520335190&tid=spdf-417c3250-37c4-4ca7-bf83-cd6e38e4b65c&sid=715bdc3660b4c14c388b42
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fato para a adaptação dos sistemas de produção para lidar com as mudanças no clima causadas 1 

por essas atividades (EMBRAPA, 2018). 2 

 3 

Figura 1. Contribuição da aquicultura fotossintética na economia circular e nos Objetivos de Desenvolvimento 4 

Sustentável (ODS), a partir do reaproveitamento de resíduos como dióxido de carbono (CO2) e da indústria, para 5 

a produção de microalgas e cianobactérias na aquicultura e consequentemente na produção coprodutos de interesse 6 

para a sociedade. 7 

Um dos principais papéis das microalgas e cianobactérias dentro da aquicultura é 8 

promover, além de todos os benefícios que sua produção traz uma agricultura mais sustentável, 9 

reduzindo os impactos ambientais negativos associados ao setor. O cultivo desses 10 

microrganismos proporciona a captura do dióxido de carbono (CO2) disponível na atmosfera e 11 

o aproveita como fonte de carbono para o aumento de biomassa, por meio da fotossíntese ou 12 

outras vias metabólicas (Kassim e Meng, 2017), podendo ser mais eficiente na fixação desse 13 

gás quando comparado ao cultivo de plantas superiores (Zhou et al., 2017). Outra característica 14 

interessante é a sua capacidade de biossorção que colabora para o seu desenvolvimento, 15 

aproveitando o excesso de nitrogênio e fósforo inorgânicos presentes em águas residuais, 16 

possibilitando o emprego desses microrganismos como ferramenta de tratamento de águas 17 

residuais domésticas, industriais e agrícolas (Ali et al., 2022), além de sua capacidade de 18 

biodessalinização podendo auxiliar também nos processos de dessalinização em regiões com 19 

escassez de água doce (Esmaeli et al., 2023). 20 
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Dessa forma, a produção desses organismos fotossintéticos tem representado grande 1 

importância comercial, principalmente em um momento em que a sociedade passa por 2 

mudanças quanto aos hábitos de vida (Ariede et al., 2020). Essas mudanças levaram os 3 

consumidores a priorizarem produtos produzidos de maneira sustentável e aliados às causas 4 

ecológicas, ao invés de produtos à base de ingredientes sintéticos. Esse movimento tem 5 

resultado em um aumento nas pesquisas que buscam a descoberta de novas moléculas bioativas 6 

e biodegradáveis, principalmente aplicáveis na indústria alimentar e cosmética (Zanella e 7 

Vianello, 2020; Vega et al., 2020). 8 

 O último relatório da FAO (2022) também traz à discussão a necessidade de se produzir 9 

de maneira mais sustentável, inclusiva e equitativa. A chamada “Transformação Azul” que é 10 

abordada no relatório, faz referência às ações que podem ser construídas de forma coletiva, 11 

para produzir, gerir, comercializar e consumir alimentos aquáticos de forma ambientalmente 12 

mais consciente, a fim de alcançar e contribuir nos ODS da ONU. 13 

 14 

1.2 Proteínas recombinantes (PRs) na aquicultura 15 

A demanda de fornecimento de proteína de boa qualidade levou ao desenvolvimento 16 

da aquicultura em muitos países, fazendo-se necessário o desenvolvimento de novas 17 

tecnologias e ferramentas, além do aperfeiçoamento das já existentes, para auxiliar nesse 18 

processo de crescimento (FAO, 2022). Pesquisas nas áreas da engenharia genética e 19 

biotecnologia podem contribuir no fortalecimento dos sistemas de produção, com soluções 20 

tecnológicas em diversas áreas (Mihr e Dalmo, 2005; Mokrani e Liu, 2024; Marín-Nahuelpi et 21 

al., 2024).  22 

Uma dessas novas ferramentas tem sido a tecnologia do DNA recombinante. 23 

Desenvolvida em 1973 por Stanley Cohen e Herbert Boyer. Essa técnica baseia-se na utilização 24 

de enzimas de restrição para clivar fragmentos específicos do DNA e na inserção subsequente 25 

de genes que codificam proteínas de interesse no sítio de restrição utilizado. Como resultado, 26 

é possível obter uma molécula recombinante e propagá-la em hospedeiros, ou biofábricas, que 27 

atuarão como fábricas biológicas para produzir uma proteína de interesse (Glick et al., 2010). 28 

Essa técnica tem se mostrando uma importante ferramenta molecular para a aquicultura, 29 

auxiliando no desenvolvimento e produção de PRs que podem ser utilizadas para atenuar 30 
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problemáticas em quatro principais áreas: 1) crescimento; 2) reprodução; 3) sanidade e 4) 1 

nutrição (Mohammadzadeh et al., 2022). 2 

 3 

1.2.1 Proteínas recombinantes para o crescimento 4 

Boas taxas de crescimento e ganho de peso são parâmetros econômicos mais 5 

importantes na produção aquícola e, com isso, muitas técnicas são implementadas para essa 6 

finalidade. O uso de Proteínas recombinantes (PRs) para o crescimento se sobressai em relação 7 

a técnicas como a seleção de espécimes para o melhoramento genético, por exemplo, 8 

principalmente em relação ao tempo gasto entre as gerações para chegar a um bom resultado, 9 

podendo levar de quatro a dez gerações (Lallias et al., 2017; Sun et al., 2022).  10 

Entre vários relatos na literatura dos efeitos positivos da administração de PRs para o 11 

crescimento (Mohammadzadeh et al., 2022). Sudo et al., (2022) produziram o hormônio do 12 

crescimentorecombinante (rGH) para a enguia-japonesa (Anguilla japonica), e verificaram que 13 

a adição desse hormônio resultou em efeitos satisfatórios nos promotores de crescimento nas 14 

larvas dos animais testados. Quando acrescido de peptídeos C-terminais de gonadotrofina 15 

coriônica humana (CTP), responsáveis em prolongar a meia-vida desse hormônio, o aumento 16 

na promoção do crescimento foi ainda maior. Huang et al. (2020) expressaram o peptídeo 17 

piscina 4 (TP4) de tilápia-do-nilo (Oreochromis niloticus) na levedura Pichia pastoris, e 18 

forneceram na dieta do robalo asiático (Lates calcarifer). Esses autores obtiveram resultados 19 

significativos quanto ao crescimento e ganho de peso, além melhorias nas funções 20 

imunológicas. 21 

 22 

1.2.2 Hormônios recombinantes para indução reprodutiva 23 

 O estabelecimento de uma espécie para a produção na aquicultura depende em grande 24 

parte da sua capacidade de reprodução nos ambientes de confinamento. Muitas espécies 25 

dependem de estímulos ambientais para a maturação completa das gônadas, sendo prejudicadas 26 

pela falta desses estímulos em sistemas fechados, fazendo-se necessário o uso de indutores 27 

hormonais (Mylonas et al., 2010). O principal indutor hormonal exógeno natural utilizado 28 

ainda tem sido o extrato bruto de hipófise de carpa (EBHC) (Hilsdorf et al., 2021). No entanto, 29 

tem crescido a busca por indutores sintéticos alternativos, uma vez que existem várias 30 

desvantagens quanto ao uso do CPE (Mylonas et al., 2017). 31 

https://www-sciencedirect.ez40.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S2352513419301693?via%3Dihub#sec0005
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 Um dos objetivos para a produção dos hormônios reprodutivos recombinantes é o 1 

estudo de processos fisiológicos. Esses hormônios já foram usados para o estudo do 2 

envolvimento dos fatores de crescimento em processos reprodutivos (Zapater et al., 2021). 3 

Além disso, a quantificação dos hormônios reprodutivos recombinantes pode ser chave para o 4 

desenvolvimento de novos imunoensaios para entender as mudanças no conteúdo hormonal 5 

durante períodos reprodutivos críticos (Molés et al., 2020). Ainda, esses hormônios 6 

recombinantes também podem ser utilizados em terapias hormonais mais eficazes, em casos 7 

de hormônios livres de contaminação; na sincronização da produção de gametas de qualidade 8 

e no tratamento de distúrbios reprodutivos de novas espécies (Mohammadzadeh et al., 2020; 9 

Mohammadzadeh et al., 2022).  10 

As gonadotrofinas recombinantes são uma alternativa eficaz aos hormônios derivados 11 

de hipófise de peixes, as quais oferecem vantagens como (i) ser uma fonte renovável de 12 

proteína com uniformidade entre os lotes produzidos; (ii) possibilidade de melhoramento da 13 

eficácia com a alteração das sequências codificadoras dessas gonadotrofinas; (iii) facilidade na 14 

purificação e livre da contaminação cruzada por outras glicoproteínas (Molés et al., 2020; 15 

Adams e Boime, 2008). Diversas gonadotrofinas recombinantes já foram produzidas e têm 16 

demonstrado possuir bioatividade eficaz, sendo testadas em tecidos de gônadas cultivadas in 17 

vitro ou através de injeções intracelomático ou intramusculares in vivo (Molés et al., 2020; 18 

Mohammadzadeh et al., 2020; Kazeto et al., 2021; Nocillado et al., 2022; Mohammadzadeh et 19 

al., 2022).  20 

 21 

1.2.3 Proteínas recombinantes como tratamento terapêutico 22 

 O aumento do fornecimento de organismos aquáticos pela aquicultura, bem como a 23 

ampliação da escala de produção nos sistemas de cultivos, ainda têm sido dificultados pela 24 

ocorrência de doenças (Mishra et al., 2023). Essas doenças causadas, muitas vezes, por 25 

microrganismos oportunistas, afetam a homeostase nos ambientes de confinamento, levando 26 

os produtores a recorrerem a tratamentos com a aplicação de antibióticos (Sahoo et al., 2016). 27 

A utilização de tratamentos de patógenos à base de antibióticos na aquicultura é um assunto 28 

bastante discutido, sendo essa prática desencorajada fortemente devido aos inúmeros riscos 29 

associados ao uso indiscriminado desses fármacos (Chattopadhyay et al., 2014). O uso das PRs 30 

terapêuticas se mostra como alternativa a esses tratamentos (Maiti et al., 2020). 31 

 Duas proteínas do capsídeo de dois vírus causadores da doença da cauda branca (DCB) 32 

em camarões, nodavirus (MrNV) e vírus extra-pequeno (VEP) recombinantes, foram 33 

https://www-sciencedirect.ez40.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0016648020303087
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produzidas em E. coli BL21. Kumar et al. (2021) ofertaram na alimentação de juvenis de 1 

Macrobrachium rosenbergii e, após desafio viral, obtiveram bons resultados de sobrevivência, 2 

demonstrando que essas PRs são eficazes contra WTD em camarões de água doce. Um 3 

aumento significativo de aproximadamente 68% na sobrevivência de Micropterus salmoides 4 

foi identificada, após desafio, com a administração da proteína G recombinante do rhabdovirus 5 

(MSRV) (Yang et al., 2024). Hepcidina recombinante, um peptídeo antimicrobiano, foi 6 

administrado na ração de carpas-capim (Ctenopharyngodon idella), levando a um efeito 7 

protetor contra infecção bacteriana, regulando a expressão positiva de genes imunológicos 8 

(Chen et al., 2020). 9 

 São muitos os estudos que demonstram a eficiência das PRs como tratamento 10 

terapêutico na aquicultura. Segundo Chen et al. (2020), é necessário que sejam implementadas 11 

alternativas de proteção que garantam o fortalecimento da imunidade dos organismos 12 

produzidos, com os aditivos alimentares recombinantes, a fim de reduzir a poluição aquática 13 

por antibióticos, tornando a indústria mais sustentável. 14 

 15 

1.2.4 Probióticos recombinantes na nutrição 16 

 Na aquicultura, os probióticos podem ser definidos como microrganismos que são 17 

ofertados como alimento, para proporcionar saúde ao seu hospedeiro (El-Saadony et al., 2021). 18 

Muitos desses microrganismos podem ser utilizados como biofábricas microbianas, para a 19 

expressão de PRs (Rettenbacher et al., 2022), e atuar como probióticos geneticamente 20 

modificados contribuindo nos processos fisiológicos e nutricionais desses animais (Santos et 21 

al., 2020).  22 

 Santos et al. (2019) manipularam geneticamente uma cepa de Bacillus subtilis para 23 

expressar a enzima fitase recombinante, a qual foi utilizada como aditivo probiótico para o 24 

zebrafish (Danio rerio) alimentado com uma dieta rica em farelo de soja. Como resultado, este 25 

probiótico foi capaz de atenuar as respostas inflamatórias decorrentes do alto teor de material 26 

vegetal presente na ração, e contribuiu nas respostas do sistema imunológico. Em outro 27 

trabalho, esses mesmos autores também avaliaram esse probiótico em relação aos parâmetros 28 

zootécnicos do zebrafish alimentado com ração com alto teor vegetal, demonstrando melhorias 29 

significativas sobre esses parâmetros e de genes relacionados ao metabolismo (Santos et al. 30 

2020). 31 

 Essa cepa probiótica recombinante também foi suplementada na alimentação do 32 

camarão branco do Pacífico (Litopenaeus vannamei). Medeiros et al. (2023) verificaram que a 33 
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inclusão desse probiótico tornou mais biodisponível o fósforo presente nos ingredientes de 1 

origem vegetal, verificando o aumento desse mineral no tecido muscular do camarão. Estes 2 

autores, em outro trabalho, também avaliaram a eficiência de outros probióticos, chamados não 3 

convencionais, como alternativa na nutrição aquícola. Ao suplementar a dieta do camarão-4 

branco-do-Pacífico com a cianobactéria Synechococcus elongatus PCC 7942 expressando uma 5 

β-glicosidase recombinante, verificaram melhorias quanto à deposição de lipídios no músculo 6 

e hepatopâncreas, além do aumento na expressão de genes do sistema imune e do metabolismo 7 

de carboidratos e aminoácidos (Medeiros et al., 2022). 8 

 9 

1.3 Cianobactérias como biofábricas 10 

A engenharia de PRs envolve a inserção de genes exógenos no genoma de determinada 11 

espécie (geralmente microrganismos) por meio de técnicas moleculares. Como resultado esse 12 

gene será responsável por codificar uma proteína de interesse. Assim, a espécie-alvo 13 

transforma-se em uma biofábrica para a produção de proteínas específicas (Priyadharsini et al., 14 

2022). Dentre as opções de microrganismos fotossintéticos como plataformas de expressão de 15 

PRs, as cianobactérias se destacam, pela facilidade e competência natural para integrar DNA 16 

exógeno em seu genoma sem efeitos adversos, por meio de recombinação homóloga (Clerico 17 

et al., 2007). 18 

As cianobactérias constituem um grupo diversificado de microrganismos procariontes 19 

encontrados em vários ecossistemas da Terra. São também conhecidas como "bactérias 20 

fotossintetizantes", "Schizophyceae", "Cyanophyta", "Cyanophyceae" ou "algas verde-21 

azuladas" devido à presença do pigmento ficocianina, que confere a cor azul-esverdeada 22 

(Figura 2a). Sua identificação é facilitada em relação às demais microalgas, pois, sendo 23 

procariontes, não possuem núcleo celular nem outras organelas celulares como cloroplastos. 24 

Dessa forma, o processo de fotossíntese ocorre em tilacoides simples com a clorofila (Vidal et 25 

al., 2021). Sob uma perspectiva ecológica, desempenham um papel crucial como produtores 26 

primários, contribuindo para a ciclagem de carbono e a fertilização do solo e da água por meio 27 

da fixação de nitrogênio (N2). Além disso, servem como fonte de alimento para uma variedade 28 

de animais (Beck et al., 2012; Carpenter et al., 2004; Montoya et al., 2004). 29 

Acredita-se que esses microrganismos desenvolveram a habilidade de fotossíntese 30 

oxigênica antes dos eucariontes, há 2,5-3,5 bilhões de anos. Essa habilidade posteriormente foi 31 
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transferida para os eucariontes por meio da endossimbiose de uma cianobactéria ancestral, 1 

resultando no surgimento de algas e plantas eucarióticas (Margulis, 1970). Nas aplicações 2 

comerciais de bioprocessos, as cianobactérias se destacam como os únicos microrganismos 3 

procariontes capazes de realizar fotossíntese utilizando CO2 e energia solar (Gao et al., 2016). 4 

Elas apresentam características atrativas para a produção de PR, tais como elevadas taxas de 5 

crescimento, fácil manutenção em condições ambientais dinâmicas, estrutura celular simples, 6 

ausência de patógenos em comum com humanos, viabilidade para tratamento genético e 7 

facilidade de manipulação genética, como já mencionado (Hays e Ducat, 2015; Luan et al., 8 

2019 Torres-Tiji, et al., 2020).  9 

A caracterização genética de algumas linhagens de cianobactérias abriu novas 10 

possibilidades para o uso eficiente destes microrganismos como biofábricas (Wang et al. 2012; 11 

Goodchild-Michelman et al. 2023). Formighieri e Melis (2014, 2015), utilizando ferramentas 12 

da engenharia genética, produziram de forma heteróloga um monoterpeno de alto valor 13 

comercial, o β-fandandreno (C10H16), na cianobactéria Synechocystis, permitindo obter maiores 14 

rendimentos deste produto a partir da fotossíntese desta cianobactéria. Em Synechococcus 15 

elongatus, Atsumi et al. (2009) e Englund et al. (2016) obtiveram maior produção de etanol e 16 

isobutanol, enquanto Azevedo et al. (2019) utilizaram essa espécie para expressão de β-17 

glicosidase recombinante melhorada para auxiliar na produção de etanol de segunda geração 18 

(2G). Na área da saúde, Roulet et al. (2018) desenvolveram uma plataforma para expressão de 19 

policetídeos heterólogos em S. elongatus, demonstrando o potencial desta espécie como uma 20 

plataforma versátil para biossíntese heteróloga de biomoléculas. 21 

S. elongatus (Nägeli, 1849) PCC 7942 (Figura 2b) tem se destacado como modelo na 22 

produção fotossintética de metabólitos, tanto em condições naturais quanto por modificações 23 

genéticas ou de vias metabólicas, uma vez que possui capacidade natural de integrar genes 24 

exógenos, genoma pequeno e totalmente sequenciado (aproximadamente 2,7 Mb) (Azevedo et 25 

al., 2019; Jaiswal et al., 2022; Wu et al., 2023). A plasticidade genética facilitou os estudos de 26 

manipulação genética, sendo pioneira na produção de PRs, como evidenciado por Shestakov e 27 

Khyen (1970). Nessa espécie, são identificados três sítios neutros (NS), locais para onde as 28 

sequências de genes externos são direcionadas e inseridas por recombinação homóloga, sem 29 

efeitos adversos para essa cianobactéria (Clerico et al., 2007). Além disso, as características 30 

genéticas de S. elongatus PCC 7942 permitiram o desenvolvimento de diversos vetores de 31 

expressão replicativos ou integrativos para a produção de PRs, bem como diferentes 32 
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procedimentos e metodologias de adição de DNA exógeno (Vioque, 2007; Almeida et al., 1 

2017). 2 

 3 

Figura 2. A: Diagrama de uma célula de Cianobactéria. Membrana externa: camada mais externa que envolve a 4 

célula. Tilacoides: membranas internas onde ocorre a fotossíntese. DNA cromossômico: material genético da 5 

célula, normalmente localizado no centro. Ribossomos: pequenas estruturas que sintetizam proteínas. 6 

Carboxissomos: microcompartimentos que contêm enzimas para a fixação de CO2. Carboxissomos: 7 

microcompartimentos que contêm enzimas para a fixação de CO2. Camada de peptidoglicano: estrutura rígida que 8 

oferece suporte à célula. Bainha de mucilagem: camada externa viscosa para proteção e adesão. Cápsula: camada 9 

protetora externa. Revestimento de mucoproteína: camada que ajuda na proteção e interação da célula com seu 10 

ambiente. Ficobilissomos: complexos de pigmentos que capturam luz para a fotossíntese. Vesículas de gás: 11 

estruturas que permitem à célula flutuar ou afundar ajustando sua flutuabilidade. Gotícula lipídica: reserva de 12 

lipídios na célula; B: Micrografia de Cianobactérias: Imagem real ao microscópio mostrando cianobactérias 13 

individuais, cada uma correspondendo ao diagrama mostrado em A. A escala na micrografia indica que cada 14 

cianobactéria tem aproximadamente 25 micrômetros de comprimento. Espécie: Synechococcus elongatus PCC 15 

7942 (Adaptado de Noreña-Caro e Benton, 2018; Algaebase). 16 

 17 

1.4 Alternativas de incremento da produção de PRs em cianobactérias 18 

Apesar de todo potencial das cianobactérias como biofábricas para expressão de PRs e 19 

síntese de compostos bioativos que podem ser empregados em diversos setores da indústria, 20 

quando comparada às demais plataformas tradicionais de expressão de PR, como as bactérias 21 

e leveduras, a produtividade das cianobactérias ainda é inferior (Li et al., 2018). Apesar disso, 22 

sua utilização apresenta os menores custos de produção em pequena e larga escala, menor 23 
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tempo de cultivo, além de produzir uma proteína de qualidade com precisão de dobramento 1 

como destacado por Goshtasbi et al. (2023). Também, é possível a extração de diversos 2 

compostos bioativos acumulados por estes microrganismos como metabólitos secundários, 3 

aproveitando assim todo o potencial desta biofábrica (Nascimento et al., 2023).  4 

Os processos de otimização desta plataforma são imperativos para o desenvolvimento 5 

e produção de altos rendimentos de produtos alvo que vão além da escala laboratorial. Muitas 6 

são as estratégias e metodologias que visam o aumento da expressão de PRs em cianobactérias 7 

(Cui et al., 2023). No entanto, poucos estudos buscam de forma integrada metodologias para 8 

este aumento. Goodchild-Michelman et al. (2023) destacam que, para o desenvolvimento das 9 

cianobactérias como biofábricas, é importante haver essa integração entre metodologias para 10 

que a escala de produção ultrapasse a bancada de laboratório e chegue até a escala industrial. 11 

Além disso, também destacam que tais ferramentas podem ser aplicadas igualmente a outras 12 

espécies com potencial biotecnológico. 13 

 14 

1.4.1 Engenharia de promotores e intensidades luminosas 15 

Al-Haj et al. (2016) afirmaram que, para desbloquear o potencial das cianobactérias 16 

como biofábricas, é necessário aliar a utilização de ferramentas de engenharia genética com 17 

outras metodologias. Por exemplo, a utilização da engenharia de promotores, onde é estudada 18 

a inclusão de promotores induzíveis ou constitutivos que possuam altas taxas de transcrição, 19 

visando a superexpressão de proteínas heterólogas (Madhavan et al., 2021; Li et al., 2018). 20 

A luz desempenha um papel essencial para o crescimento e metabolismo dos 21 

microrganismos fotossintéticos (Li et al., 2021).  Sob diferentes intensidades de luminosidades, 22 

os microrganismos fotoautotróficos podem ter diferentes respostas em relação ao crescimento 23 

celular, metabolismo e regulação do DNA, e na competência natural de cianobactéria (Taton 24 

et al., 2020; Winayu et al., 2024). Assim como nas plantas, as cianobactérias possuem quatro 25 

complexos proteicos supramoleculares nos tilacoides para armazenamento fotossintético de 26 

energia, fotossistema I (FSI), fotossistema II (FSII), complexo citocromo b6f (Cit bf) e 27 

complexo ATP sintase (Figura 3a). Durante o processo de fotossíntese, os fotossistemas 28 

operam de forma simultânea, e o fluxo de elétrons entre os FSII e FSI é intermediada pelo 29 

complexo citocromo b6f (Cit bf), com o auxílio de dois carreadores móveis: a plastoquinona 30 

(PQ) e plastocianina (PC). O fluxo de elétrons do FSII até o FSI gera um gradiente de prótons 31 

https://pdf.sciencedirectassets.com/281831/1-s2.0-S2211926423X0006X/1-s2.0-S2211926423002709/main.pdf?X-Amz-Security-Token=IQoJb3JpZ2luX2VjEC4aCXVzLWVhc3QtMSJGMEQCIBuQf8O%2FitXBPy1UhDNpG5beSGkVguymh%2Fvls6iVOC4jAiAIhBTX%2F0QFGQUVrJsQ1FQDHjuLQ8LJFW2JD0nGDTGTqiqzBQh3EAUaDDA1OTAwMzU0Njg2NSIMNVX6SPJ8I8eZMuowKpAFnfcYNE00GIL8iLEmxd1NkkpOf4vkkl1nAk0PekFgLEduCQzOR8Jq40SnZehbTYnpD5pA%2Fw%2BhLTkg3F8feq5%2B7XYrG8yFXRIETqNLR1RgxSCO9Xfd1E8LNjy%2FBIOM17OuHjcwc90qnKwj7UZxP4bWKC4f9xwKAiDHqQlZhzF8aruW750roemQBI7G7FUAfFFsfPSM3O5bzsIUpEc%2FbvD%2BUqKuWM3%2BIxbXJMDRxboJi0ZZ8Ri2piZ%2FRZE15Sp%2BZD8LmenwMdqjIacaiFTXZB2gtzkKFo7LrDBlkrxssRWZSXkIrSijBndk5dvI%2BthVdkfH3YAYBku9v2IZj6VwRVfpW9s5wnghhF4zYn6vgC%2Bln8krkC501IV1tWQd55eF62P2K6AaUvN1zVdsooBDF%2FC47sClCiGr%2BSqMteZfCSy88L%2BcGANrB5GKEeB8CYrRptZpu8Y%2FGBAxQOIAIZ2S78oFLzasfvHKaHljXHalYugk4D1FzMmRRgdotdz4kILETiStTnu4ABwU1KFmMKW%2FZ%2BgfyTeGTWr0brk5MLDnloypjGXJiI6LL7X7CoNfd2owegaTeXh0MCUsWL1PyMnrtFkUxfSb9goorHn88UkPxKsOQstrJ7UElCsQUfSM07y9PTagskoHpVfvPW7pppbWs99PQMA4tuukYdkpudvfKIHAvPDQk0HAjNXWQz8BSxh5b6p%2F04z9pQCK3CF5jixSHCXjnT%2BwKEOptUoVT1VBY5SnZXanbw3qeMQ5XJGHLWkZzSbeB8YzSjRvR6efO%2BNOJx%2FMoaK%2BdHdh3CSllRfUCskJNkG1nnhXIqKATDahz3cy11X8iBuD2oeFpR%2BE19UTwMl7VkKHZrrGz9HxHLNXNuVefkQw2JzTqgY6sgETgVj4T9zV2k%2BPOWbMdHyAtyAmKhCpYy9Ull0gB4bDljkqEvbUXBkgcmzOG13qFjA%2FBAz06QNpg8rUppHCeCJO5NUaQYQtOrBSm7WtsPPiBgkJgBDYVMTr%2Fciaz0FQ204zkprX1l2ofDhTVVyudD5UYbsjAn5KqYdlZL%2F7A1eEW8ln4GGHf6CCWD4x%2F4M7%2BMGFceOQinOirTN1nhnX8ESYnqdN%2BQm0Qz5RXQJxUiGAaQJN&X-Amz-Algorithm=AWS4-HMAC-SHA256&X-Amz-Date=20231115T151232Z&X-Amz-SignedHeaders=host&X-Amz-Expires=300&X-Amz-Credential=ASIAQ3PHCVTYZDKF4R5F%2F20231115%2Fus-east-1%2Fs3%2Faws4_request&X-Amz-Signature=6209dc02e3df50894e1d744c8065e7438de2504f7c77ec60be391d2bd8b729ef&hash=f862a0a30f81274c9d681b5de673e020da97a6920a62cfcab6dcafcbe681583c&host=68042c943591013ac2b2430a89b270f6af2c76d8dfd086a07176afe7c76c2c61&pii=S2211926423002709&tid=spdf-a97527f2-73ed-411d-8170-4562cbe0574f&sid=2a25f6171e03064cdb8a5695c8337003f460gxrqa&type=client&tsoh=d3d3LXNjaWVuY2VkaXJlY3QuZXo0MC5wZXJpb2RpY29zLmNhcGVzL
https://www.mdpi.com/2075-1729/6/4/42#B107-life-06-00042
https://pdf.sciencedirectassets.com/272595/1-s2.0-S1096717618X00044/1-s2.0-S1096717618301757/main.pdf?X-Amz-Security-Token=IQoJb3JpZ2luX2VjEC8aCXVzLWVhc3QtMSJGMEQCIAXFZiq1rHTUjpPhf8icMu27ac9KJzJ0Tsk3cA7L8W0%2BAiARa0kFYriVvMJBEjCC9tqFXSC5qo5xdIXukYJAtammciqyBQh4EAUaDDA1OTAwMzU0Njg2NSIMPXo6Uebs3H%2FH1wBGKo8FzTUowCMgaaEbRbXfL4OpueT9n451ffl5FBGR7cup2haCCT6Ttta8Zn%2FADh0CAsyDfshzUoeGopZgVOLdFTti6Wigr%2BDkGJFAGKzuLBvK06cd0w3%2Ba8cuQzCBhmsBgI4uryFV%2BtONfWWus76tUMP9UeB3%2BkLOfDQpEMbxwkj27J%2FwKS58%2BZJxUVyJtNYzBYtZkK1zcVat%2FkPIcpU%2BEjlVyBawzfntobRJ16NdnLQhmrpSUaHzm4QxTd6Y2CyYBlq8XCzi8dWRCOJCpC8C%2F0F%2BGmC8Bp1bw7hpdLnwGQYYgS5H2yN%2FU18OtJWXFE%2Bx4k3YH7roc2HPrgjlps3TzF2cm73NIwGcn3aNjHorrJj2Ack3dvA9DwTsZyhP9TalPz%2FmnM4F3CxXpemrPSnheFe%2BKRMxNICVioreGsnmDyG4nlIsZndDl8lYEYsBHDmTM0Q2JbjBA8TpAyEFjC0bUK5El3G4Ij1lggxtdA5get3sVngtLG3nepa9N3vCGezRCUZM3iFNHDPhXanBq1Zoqe3MOKYurToqnGh4ZSPlcP%2FRgEUN7xV0nGFOPR%2BKio5scGUW9iaXft1NQCISs7wwpwGnWJWCR55s5vuGcyQzTu9TPkk2hI6GyUFs5YEMi3zbQ2aybCGGB38%2FhwZ0VbQZ7DjNZDcuEMFaJLnJmSGjDaVxiGAIPNPn6IBy%2F01iPzsMXiZtEtn3%2BlOp8ms1SfActnwsAgZ%2BsGwewX3qF%2FaJ%2BkKD5bLeM7xWRNCkWwJ2g0tJxOMCOCaDOSlrAEGPaCi0%2B5%2BV57lsZ8FTebLWPuB8jck3DsP%2BduyjNghl3aUoYYfvIAxk8Q3VcByS6EqNK1EG9dRLBegVkVVESItYSpqvuzLAtzDps9OqBjqyAWl5EBq7AlA5FxpO5SpqZS7PP3AKdOqNKfJ8lU1Gbd%2FGjeXzEmnXjcpOrOtMiF7HDiF91biBfQoN4M9B2XTjwvocbM7qL97F%2BnVbn33nt2vJq%2Bbs4s53qTqIvAQM%2F5ZKNMYWL2VinnulzSCcomnwCak%2FwOhbOK52G%2BwDIhgsHY0qkpc8KpNhwzRQLgrRlGaPGkcUWJAQZAtrniIQvkB9HwrlBPsHF7qE8VdMO2%2FLFh3Un4A%3D&X-Amz-Algorithm=AWS4-HMAC-SHA256&X-Amz-Date=20231115T155043Z&X-Amz-SignedHeaders=host&X-Amz-Expires=300&X-Amz-Credential=ASIAQ3PHCVTY36LSRVZT%2F20231115%2Fus-east-1%2Fs3%2Faws4_request&X-Amz-Signature=9c3f847e31adf2a0279101d99d73549e2aed4743d090194d7ba78619d590713f&hash=8e52cb55251614b8646a6a31798effde968be9ff5e6b685531c0999f6840ff22&host=68042c943591013ac2b2430a89b270f6af2c76d8dfd086a07176afe7c76c2c61&pii=S1096717618301757&tid=spdf-4b8d8305-24cc-4169-afa9-dcdf7b4ca98c&sid=2a25f6171e03064cdb8a5695c8337003f460gxrqa&type=client&tsoh=d3d3LXNjaWVuY2VkaXJlY3QuZXo0MC5wZXJpb2RpY29zLmN
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(H+) no interior dos tilacóides, impulsionando a síntese de ATP no complexo ATP sintase 1 

(Figura 3b) (Hall e Rao, 1999).  2 

O FSII é o componente do aparato fotossintético encarregado de catalisar a extração de 3 

elétrons, iniciada pela luz, da água, transferindo-os para moléculas transportadoras móveis de 4 

elétrons, conhecidas como plastoquinonas. Essas plastoquinonas (QA e QB) estão presentes 5 

nas subunidades proteicas D1 e D2, desempenhando um papel crucial na formação do núcleo 6 

do FSII (Figura 3c) (Hall e Rao, 1999). A proteína D1 em cianobactérias pode ser codificada 7 

por uma família de genes psbA com dois a seis membros, dependendo da espécie (Mulo et al., 8 

2009). Em S. elongatus PCC 7942, podem ser encontradas três famílias multigênicas do gene 9 

psbA que codificam duas formas distintas dessa proteína, D1:1 e D1:2. A subunidade D1:1 é 10 

codificada pelo gene psbA1, com maiores níveis de transcrição sob pouca luz (~125 μmol. m-11 

2. s-1), e a subunidade D1:2 é codificada pelos genes psbA2 e psbA3, induzidos em condições 12 

de estresse, havendo um aumento na transcrição desses genes (Mulo et al., 2012). 13 

 14 

 15 

Figura 3. Diagrama mostrando onde acontece o processo de fotossíntese nas cianobactérias e a localização dos 16 

complexos proteicos que formam o aparato fotossintético. Em (A) é mostrado que o processo de fotossíntese 17 

ocorre nos tilacoides, onde estão localizados os quatro complexos proteicos supramoleculares: fotossistema I 18 

(FSI), fotossistema II (FSII), complexo citocromo b6f (Cit bf) e complexo ATP sintase. Em (B) é mostrado como 19 

acontece o processo de transporte de elétrons e conservação da energia da luz em ATP. Em (C) é ampliado a 20 

estrutura que corresponde o fotossistema II, mostrando as duas subunidades proteicas D1 e D2, e a família de 21 
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genes que forma essas subunidades, com destaque para a família psbA (Adaptado de: Hopkins, 2000; Grupo 1 

Agrisera). 2 

 3 

Levando em consideração a importância da luz para a manutenção desses 4 

microrganismos, uma estratégia interessante para a produção de PRs em cianobactérias seria 5 

aproveitar da capacidade dessas bactérias de realizar fotossíntese e associar a utilização de 6 

promotores nativos do aparato fotossintético à uma determinada faixa de luz ideal para o seu 7 

crescimento e expressão de uma PR de interesse. Sengupta et al. (2020) obtiveram aumento de 8 

40 % no rendimento na produção fotoautotrófica de ácido succínico utilizando intensidade 9 

luminosa de 300 µmoles de fótons . m−2. s−1 para induzir o promotor do gene psbA3 da proteína 10 

D1:2 do fotossistema II, em S. elongatus PCC 1180. Li et al. (2018) utilizaram promotores 11 

endógenos do fotossistema, psbA1, psbA2 e psbA3, para expressar a enzima β-galactosidase 12 

em Synechococcus elongatus UTEX 2973 e verificaram que estes promotores podem variar 13 

sua força de expressão sob diferentes intensidades de luz, e destacam ainda que estes fortes 14 

promotores nativos pode ser usados como substitutos aos promotores indutivos, a fim de evitar 15 

a toxicidade dos produtos químicos utilizados no processo de indução. 16 

 17 

1.4.2 Aplicação de campos magnéticos  18 

Outra estratégia que tem se mostrado eficiente em processos biotecnológicos é a 19 

aplicação de campos magnéticos (CM) (Figura 4) (Sincak et al., 2023; Font et al., 2023). Um 20 

CM é gerado a partir do movimento de cargas elétricas, podendo ser gerado por ímãs ou 21 

corrente elétrica, e essa ferramenta pode influenciar de forma positiva ou negativa os sistemas 22 

biológicos, dependendo do seu estado fisiológico (Halliday et al., 2012; Santos et al., 2022). 23 

Segundo Santos et al. (2017), os efeitos causados pelos CM podem ser explicados por três 24 

diferentes mecanismos: 1) indução magnética; 2) efeito magnetomecânico e 3) interação 25 

eletrônica. 26 

O primeiro mecanismo, indução magnética, diz respeito sobre a capacidade de 27 

influência dos CM sobre íons presentes em soluções, por exemplo, os eletrólitos formados por 28 

minerais que possuem uma carga elétrica, resultando na formação de campos e correntes 29 

elétricas. O segundo, efeito magnetomecânico, é relacionado aos CM estáticos uniformes, os 30 

quais produzirão forças de rotação sobre moléculas específicas ou materiais ferromagnéticos, 31 

fazendo com que se alinhem às direções do campo aplicado. Já o terceiro mecanismo proposto, 32 

https://link.springer.com/article/10.1186/s13068-020-01727-7#Sec12
https://link-springer-com.ez40.periodicos.capes.gov.br/content/pdf/10.1007/s10811-023-02994-1.pdf
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interação eletrônica, promove alterações sobre moléculas de radicais livre, que terão os níveis 1 

de energia e rotação spin dos elétrons alterados (Repacholi e Greenebaum, 1999). 2 

Sendo ainda pouco explorada para a otimização da expressão de PRs, esta metodologia 3 

tem se mostrado como tecnologia viável economicamente (Deamici et al. 2022), além de 4 

oferecer ausência de toxicidade às células e inexistência da geração de poluentes secundários 5 

(Tu et al., 2015). Madjid Ansari et al. (2017) utilizando CM de frequência extremamente baixa 6 

(ELF-MF) com intensidade de 30 - 100 mT e frequência de 2,8 Hz, obtiveram aumento na 7 

produção de glicose oxidase recombinante, uma flavoproteína, na levedura P. pastoris. Da 8 

mesma forma, Rashidieh et al. (2022), utilizando ELF-MF de 55 mT e frequência variando de 9 

2,5 a 2,8 Hz, alcançaram melhora significativa na expressão da proteína Cluster de 10 

Diferenciação 22 (CD22), uma proteína de membrana eucariótica em E. coli. Além disso, a 11 

aplicação de CM também pode promover um aumento de produtividade de biomassa e 12 

produção de biocompostos em microrganismos fotossintéticos (Deamici et al. 2016, 2023, Tu 13 

et al. 2015, Huo et al. 2020, Bauer et al. 2023). 14 

 15 

Figura 4. Aplicações de campos magnéticos em diferentes fotobiorreatores no cultivo de microalgas e 16 

cianobactérias. A: frascos Erlenmeyer; B: biorreator de roda vertical; C: biorreator Bioflow; D: biorreator Airlift 17 

com sistema online; E: biorreator tubular horizontal; F: biorreator tubular (Santos et al., 2022). 18 

1.5 Proteínas fluorescentes (PFs) como ferramentas de avaliação de promotores 19 

 As proteínas fluorescentes (PFs) são um grupo de biomoléculas que possuem a 20 

capacidade única de emitir luz quando excitadas sob determinados comprimentos de onda 21 
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(Luckyanov, 2022). Essa propriedade torna essas proteínas excelentes marcadores repórter 1 

regularmente usados para monitorar diversos aspectos dos sistemas biológicos, como exemplo 2 

em estudos que avaliam a eficiência de promotores na produção de PRs, oferecendo uma 3 

variedade de aplicações em biologia molecular, genética e bioquímica (Heng e Foo, 2022; Yu 4 

et al., 2024; Stepanenko et al., 2021). Duas principais vantagens podem ser descritas em relação 5 

a essas PFs. A primeira refere-se ao uso de corantes sintéticos, pois essas proteínas podem ser 6 

integradas ao genoma do modelo de estudo de forma eficiente através de técnicas moleculares 7 

(Márta et al., 2022). A segunda é a possibilidade de observação em tempo real do local de 8 

fluorescência, possibilitando o acompanhamento direto e não invasivo do comportamento das 9 

proteínas (Bansal et al., 2013). 10 

 As PFs tornaram-se importantes ferramentas de visualização de sistemas vivos, desde 11 

células até animais inteiros, e isso se deve em grande parte à capacidade de codificação genética 12 

e à maturação independente dos cromóforos (Piper et al., 2013; Stepanenko et al., 2013). Os 13 

cromóforos são estruturas formadas por polipeptídeo, e a proteína verde fluorescente (GFP) 14 

forma seu cromóforo a partir de três aminoácidos (S65, Y66 e G67), que precisam passar por 15 

transformações como: 1) dobramento da proteína, crucial para a funcionalidade da proteína e 16 

formação da estrutura tridimensional; 2) ciclização, etapa em que ocorre a formação do 17 

cromóforo, a formação do anel imidazolina; 3) oxidação, etapa em que ocorrem modificações 18 

químicas na conformação estrutural do cromóforo e 4) desidratação, etapa em que há perda de 19 

água, contribuindo para a estabilidade da proteína (Barondeau et al., 2003; Kong et al., 2020). 20 

Diferentes PFs possuem tempos de maturação diferentes do cromóforo, o que irá determinar 21 

os comprimentos de onda de leitura (excitação e emissão). 22 

Existe atualmente uma variedade de cores de PFs, e à medida que os estudos nessa área 23 

de pesquisa avançam, novas variantes estão surgindo (Greenwald et al., 2018; Ossa-Hernández 24 

et al., 2023; Fluorescent Biosensor Database, 2024 (FBDB)). A GFP foi descoberta por 25 

Shimomura et al. (1962), sendo uma proteína derivada da água-viva Aequorea victoria, e desde 26 

então, tem sido alvo de estudo para ser utilizada como ferramenta nos campos da biologia e 27 

biomedicina. Prasher et al. (1992) elucidaram a estrutura primária da GFP, possibilitando a 28 

manipulação genética em células eucariontes e procariontes, em estudos posteriores (Chalfie 29 

et al., 1994). Foi somente após a elucidação da estrutura terciária da GFP selvagem e da 30 

mutante (S65T) que se deu início a uma série de estudos que possibilitaram a expansão das 31 

variedades de cores de PFs hoje conhecidas (Ormo et al., 1996; Yang et al., 1996). 32 
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Entre as novas descobertas de PFs, seis homólogos da GFP de A. victoria foram isolados 1 

e caracterizados por Matz et al. (1999), sendo: ciano (AmCyan) do coral Anemonia majano, 2 

vermelha (DsRed) do coral Discosoma sp., amarela (ZsYellow/ zFP538) e verde (ZsGreen/ 3 

zFP506) do coral Zoanthus sp. Os homólogos zFP506 e zFP538 demonstraram bons resultados 4 

quanto à estabilidade em relação a proteínas como EGFP (do inglês: Enhanced Green 5 

Fluorescent Protein), tornando-se promissores para aplicações como marcadores in vivo. Após 6 

sua descoberta, essas proteínas passaram por modificações para possuir maior solubilidade, 7 

emissão mais brilhante de luminescência e rápida maturação dos cromóforos, como é o caso 8 

da ZsGreen1, que é a variante da GFP 4 vezes mais brilhante disponível comercialmente 9 

(Takara Bio Inc., 2024). Saito et al. (2016) geraram e validaram uma nova linhagem de 10 

camundongos com a proteína repórter ZsGreen no cérebro, e destacam os benefícios do seu 11 

uso em projetos experimentais. A facilidade de visualização dessa proteína, a possibilidade de 12 

combinação com outros protocolos de coloração de células e o uso como marcador em 13 

aplicações histológicas evidenciam a ZsGreen como uma proteína repórter confiável, sendo 14 

uma boa alternativa para substituir os procedimentos convencionais de coloração. 15 

  16 
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2. OBJETIVOS 1 

2.1 Objetivo geral 2 

Aprimorar a eficiência da cianobactéria Synechococcus elongatus PCC 7942 como 3 

biofábrica para produzir proteínas recombinantes (PRs) através de estratégias de incremento 4 

de produção. 5 

2.2 Objetivos específicos 6 

● Avaliar o desempenho de diferentes promotores sob influência de campo magnético 7 

para a produção de PRs. 8 

● Explorar o efeito de diferentes intensidades de luz e tempo de indução na produção de 9 

PRs promotores nativos do fotossistema II de cianobactérias.  10 

● Incrementar a produção de PRs na cianobactéria S. elongatus PCC 7942, com aplicação 11 

de campos magnéticos. 12 

  13 
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Resumo 1 

A cianobactéria Synechococcus elongatus PCC 7942 apresenta um potencial significativo 2 

como biofábrica para a produção de proteínas recombinantes (PRs) devido à sua capacidade de 3 

aproveitar a energia luminosa e utilizar o CO2. Este estudo teve como objetivo aprimorar a 4 

produção de PRs por meio da integração de promotores nativos e da aplicação de campo 5 

magnético (CM) em S. elongatus PCC 7942. O promotor Ppsba2, que responde a condições de 6 

estresse, foi escolhido para a integração do gene ZsGreen1. Os resultados indicaram uma 7 

integração bem-sucedida do gene, confirmando estudos anteriores que não mostraram 8 

alterações no crescimento em cepas transgênicas. A exposição a 30 mT (CM30) demonstrou 9 

aumento na transcrição de ZsGreen1 sob o promotor Ppsba2, revelando a influência do CM na 10 

maquinaria fotossintética das cianobactérias. Esse aprimoramento provavelmente é atribuído a 11 

mudanças induzidas por estresse na expressão gênica e atividade enzimática. O CM30 12 

impactou positivamente o fotossistema II sem interromper a cadeia de transporte de elétrons, 13 

alinhando-se com a teoria do "mecanismo quântico". Notavelmente, os níveis de fluorescência 14 

e a expressão gênica com a aplicação de CM30 foram significativamente diferentes das 15 

condições de controle. Este estudo destaca a eficácia do uso de promotores nativos e CM para 16 

aprimorar a produção de PRs em S. elongatus PCC 7942. Os promotores nativos eliminam a 17 

necessidade de indutores exógenos dispendiosos e o potencial estresse celular causado por 18 

agentes indutores químicos. Além disso, o estudo amplia o escopo da otimização da produção 19 

de PRs em microrganismos fotoautotróficos, fornecendo informações valiosas para aplicações 20 

biotecnológicas. 21 

 22 

Palavras-chave: aplicações biotecnológicas, campos magnéticos, expressão gênica, 23 

fotossistema II, resposta ao estresse. 24 
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1. Introdução 1 

Estudos sobre a produção de proteínas recombinantes (PRs) têm sido um campo em 2 

constante crescimento desde a descoberta e desenvolvimento da técnica de DNA recombinante 3 

em 1973 por Stanley Cohen e Herbert Boyer. Essa técnica utiliza enzimas que clivam ácidos 4 

nucleicos, ligando um gene exógeno a um vetor de expressão e propagando essa nova molécula 5 

em um hospedeiro, que pode ser de origem procariótica ou eucariótica [1, 2]. Atualmente, essa 6 

técnica tem contribuído para a expansão do mercado de PR devido ao seu uso crescente em 7 

terapias farmacêuticas, utilização na pecuária e aquicultura, e produção de enzimas industriais 8 

[3, 4, 5, 6]. Os Estados Unidos e União Europeia já aprovaram e comercializaram essas 9 

tecnologias. Confirmado esse crescimento, o último relatório que avalia a contribuição das PRs 10 

para o mercado financeiro projeta um crescimento de 9,92% (CAGR, do inglês: Compound 11 

Annual Growth Rat) neste setor nos próximos cinco anos, atingindo cerca de US$ 1,064 bilhão 12 

[7]. Avanços na pesquisa de manipulação genética e melhorias nas biofábricas usadas como 13 

hospedeiros têm contribuído para a maturidade desse setor [8]. 14 

A escolha da biofábrica a ser utilizada depende principalmente da PR a ser produzida. 15 

Algumas podem ter uma taxa de crescimento rápida, como Escherichia coli [2], enquanto 16 

outras podem realizar modificações pós-traducionais, como a levedura Pichia pastoris [6]. 17 

Existem também aquelas que combinam essas características com o consumo de dióxido de 18 

carbono (CO2) para produzir coprodutos de base biológica, com um baixo custo de 19 

manutenção, como microalgas e cianobactérias [4]. A geração e emissão cada vez mais 20 

volumosas de CO2 na maioria dos setores de energia e indústria têm contribuído para o 21 

aquecimento global, mesmo após uma leve redução em 2020 (5,4% menor em comparação 22 

com 2019) devido à pandemia de COVID-19, mas aumentando novamente a partir de 2021 23 

como resultado da recuperação econômica [9]. Nesse contexto, microalgas e cianobactérias 24 

têm desempenhado um papel importante, pois são capazes de realizar o biosequestro eficiente 25 

desse gás [10, 11] e utilizá-lo como fonte de carbono, por exemplo, para produzir PRs [12, 13, 26 

14]. 27 

Dentre os modelos fotossintéticos, as cianobactérias são os únicos microrganismos 28 

procariontes capazes de realizar a fotossíntese utilizando CO2 e energia solar, com uma 29 

eficiência fotossintética superior à das plantas terrestres [15]. Elas possuem propriedades 30 

atraentes para a produção de PRs por fotossíntese, como altas taxas de crescimento, fácil 31 

manutenção em condições ambientais dinâmicas, estrutura celular simples, ausência de 32 
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patógenos em comum com humanos, manipulação genética viável e capacidade natural de 1 

integrar DNA exógeno em seu genoma por meio de recombinação homóloga [16, 17, 18, 19]. 2 

A caracterização genética de algumas cepas de cianobactérias permitiu a ampliação do uso 3 

desses microrganismos como biofábricas eficientes [20]. Por exemplo, Synechococcus 4 

elongatus PCC 7942 tem servido como modelo para a produção fotossintética de metabólitos 5 

em condições naturais por meio de modificações genéticas ou engenharia de vias metabólicas 6 

[21, 22, 23], sendo uma espécie pioneira em estudos de manipulação genética para a produção 7 

de PRs [24]. 8 

No entanto, semelhante a outras espécies de cianobactérias e biofábricas disponíveis, o 9 

baixo rendimento na produção de PRs permanece como uma das principais limitações, 10 

exigindo a busca por estratégias para otimizar essa produção [4, 22, 6, 2]. No campo da 11 

tecnologia de PRs, o gene alvo é clonado a jusante de um forte promotor que, quando induzido, 12 

direciona a expressão da proteína desejada. A engenharia de promotores tem sido uma das 13 

estratégias utilizadas para otimizar a produção de PRs. Nesse contexto, a inclusão de 14 

promotores induzíveis ou constitutivos com altas taxas de transcrição é estudada para alcançar 15 

a superexpressão de proteínas heterólogas [8]. Promotores sem necessidade de indução têm se 16 

mostrado uma boa alternativa aos promotores que requerem indutores, principalmente porque 17 

são uma opção econômica e viável para a produção em larga escala. O uso do indutor mais 18 

popular, isopropil β-D-1-tiogalactopiranosídeo (IPTG), pode adicionar um custo extra à 19 

produção e levar à toxicidade e estresse fisiológico nas células. Isso limita seu uso na produção 20 

de proteínas terapêuticas, por exemplo [25]. Um exemplo desses promotores inclui genes 21 

relacionados ao fotossistema do aparato fotossintético, como demonstrado por Sengupta et al. 22 

[27], que alcançaram aumento de 40% no rendimento da produção fotoautotrófica de ácido 23 

succínico usando o promotor do gene psbA3 do D1:2 do fotossistema II em S. elongatus PCC 24 

1180, recomendando o uso de promotores nativos em relação aos promotores induzíveis. 25 

Outra estratégia que se mostrou eficiente, mas ainda é relativamente inexplorada, é a 26 

aplicação de campos magnéticos (CM) para aprimorar a expressão de genes-alvo. Madjid 27 

Ansari et al. [28] utilizaram CM de frequência extremamente baixa para aumentar a produção 28 

de glicose oxidase, uma flavoproteína, na levedura P. pastoris. Da mesma forma, Rashidieh et 29 

al. [29] conseguiram melhoria significativa na expressão da proteína Cluster de Diferenciação 30 

22 (CD22), uma proteína de membrana eucariótica, em E. coli. Além disso, a aplicação de CM 31 

também pode aumentar a produtividade de biomassa e a produção de biocompostos em 32 

microrganismos fotossintéticos [30, 31, 32, 33, 34]. Atualmente, essa abordagem tem sido 33 
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empregada como uma tecnologia voltada para a redução de custos e para garantir a viabilidade 1 

econômica de processos biotecnológicos [35], não oferecendo toxicidade às células e ausência 2 

de poluentes secundários [32]. Recentemente, a aplicação de CM em culturas demonstrou 3 

efeitos positivos no aparato fotossintético de microrganismos fotossintéticos, como 4 

cianobactérias [36]. Portanto, é interessante combinar a tecnologia de DNA recombinante por 5 

meio de promotores do fotossistema com a aplicação de CM, o que pode se tornar uma 6 

inovação na produção de PRs em cianobactérias. Assim, o objetivo deste estudo foi 7 

desenvolver uma plataforma eficiente de expressão com base na cianobactéria Synechococcus 8 

elongatus PCC 7942, utilizando um promotor nativo da proteína D1:2 relacionada ao 9 

fotossistema associando CM para a produção de uma PR verde fluorescente. 10 

 11 

2. Material e Métodos 12 

 13 

2.1 Cepas e condições de cultivo 14 

As construções genéticas utilizadas neste estudo foram replicadas nas células de 15 

Escherichia coli One Shot TOP10 Electrocomp (Invitrogen), cultivadas à 37 °C em meio Luria-16 

Bertani (LB) [37], suplementado com 100 μg/mL de espectinomicina e agitadas a 220 rpm. O 17 

cultivo de Synechococcus elongatus PCC 7942 (Thermo Fisher Scientific) foi realizado em 18 

meio BG-11 [38] à 34 °C sob luz fluorescente branca com intensidade de 100 μmol. m-2. s-1. 19 

As culturas transgênicas de S. elongatus PCC 7942 foram suplementadas com 10 μg/mL de 20 

espectinomicina, e a densidade óptica (OD) foi monitorada medindo a absorbância a 750 nm 21 

em espectrofotômetro (BioMate 3, Thermo Scientific). 22 

 23 

2.2 Construção dos vetores 24 

O vetor de expressão base usado para as construções genéticas neste estudo foi o 25 

pSyn_1 do kit GeneArt® Synechococcus Engineering (Invitrogen). Esse vetor possui um 26 

promotor induzível por níquel, PnrsB, que controla a expressão do gene que codifica a 27 

subunidade adaptadora da bomba de efluxo Resistance Nodulation Division (RND) de 28 

Synechocystis sp. PCC 6803. 29 
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Inicialmente, foi utilizado um plasmídeo previamente construído, onde o promotor do 1 

gene psba2 relacionado à proteína D1:2 do fotossistema II de Synechocystis sp. foi clonado no 2 

vetor comercial pZsGreen-1 (Clontech), que contém o gene que codifica a proteína verde 3 

fluorescente do coral Zoanthus sp. (ZsGreen1). Esta construção, chamada pSonda-ZsGreen, 4 

serviu como um molde para a PCR para isolar o fragmento psbA2-ZsGreen1 (Fig. 1a), usando 5 

os iniciadores listados na Tabela 1. Esse fragmento foi digerido juntamente com o vetor 6 

comercial pSyn_1 usando as enzimas de restrição EcoRI e KpnI, e então ligados com a DNA 7 

ligase T7 (Biolabs). Como resultado, a construção híbrida contendo ambas as regiões 8 

promotoras PnrsB e PpsbA2 foi nomeado psbA2-ZsGreen1 (Fig. 1b). 9 

Uma segunda construção foi gerada usando o vetor pSyn_1, onde o psbA2-ZsGreen1 10 

foi usado como modelo para amplificar o gene que codifica a proteína ZsGreen1 (Figura 1c). 11 

Os iniciadores utilizados estão listados adiante (Tabela 1). O vetor pSyn_1 e o inserto ZsGreen1 12 

foram digeridos com as enzimas BamHI e KpnI (Biolabs) e ligados usando a DNA ligase T7 13 

(Biolabs), resultando na construção denominada pnrsB-ZsGreen1, contendo apenas o promotor 14 

PnrsB desse vetor comercial, e usado como controle negativo (Figura 1c). Todos os fragmentos 15 

de DNA foram purificados (kit Illustra GFX PCR DNA e purificação de bandas de gel, GE 16 

HealthCare), quantificados (Fluorímetro Qubit, Life Technologies), e os procedimentos foram 17 

realizados de acordo com o protocolo dos fabricantes. 18 

 19 

Figura 1. Construção do vetor de expressão para a proteína fluorescente ZsGreen1. O vetor de expressão pSyn_1 20 

foi projetado para proporcionar a expressão de proteínas em Synechococcus elongatus. Ele possui uma região 21 
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promotora fortemente induzida por níquel, PnrsB, flanqueando o local de clonagem múltipla (MCS), onde o 1 

segundo promotor PpsbA2 e o gene que codifica para a proteína ZsGreen1 foram inseridosrelacionado ao 2 

fotossistema II de Synechocystis sp. PCC 6803 e o gene que codifica para a proteína ZsGreen1 foram inseridos. 3 

A: O fragmento psbA2-ZsGreen1 foi isolado por PCR da construção pSonda-ZsGreen que faz parte do banco de 4 

construções do grupo de pesquisa LEGENE; B: Após isolado o fragmento contendo o promotor e o gene de 5 

interesse, enzimas de restrição foram utilizdas para cortar este fragmento, juntamente com o vetor de clonagem 6 

pSyn_1, gerando extremidades coesivas para então serem ligadas utilizando a enzima T7 Ligase, resultando na 7 

construção psbA2-ZsGreen1, contendo dois promotores (psbA2 e pnrsB); C: A construção psbA2-ZsGreen1 foi 8 

utilizada de molde para isolar o gene da proteína fluorescente ZsGreen1 (inserto) por PCR, e feito o corte com 9 

enzimas de restrição do inserto juntamente com o vetor de clonagem pSyn_1, ligado com a enzima T7 Ligase, 10 

resultou na construção pnrsB-ZsGreen1, contendo apenas o promotor pnrsB. 11 

 12 

2.3 Transformação de S. elongatus 13 

As construções produzidas foram transformados em S. elongatus PCC 7942 seguindo 14 

o protocolo fornecido no kit Gene Art Synechococcus Engineering (Invitrogen). Como controle 15 

negativo, foi utilizado um inóculo de S. elongatus PCC 7942 selvagem transformado sem as 16 

construções genéticos. Ao final do processo de transformação, as amostras foram semeadas em 17 

meio BG-11 suplementado com 1,5% de ágar e 10 μg. mL-1 de espectinomicina. 18 

 19 

2.4 Confirmação da integração genômica 20 

Como modelos para a PCR de integração genômica, o DNA genômico de S. elongatus 21 

PCC 7942 transformado foi extraído a partir de amostras de 10 µl e aquecidas a 95 °C por 5 22 

min, centrifugado, e o sobrenadante foi utilizado na reação. O DNA genômico de S. elongatus 23 

selvagem foi utilizado como controle negativo. As PCRs foram realizadas nas seguintes 24 

condições: 94 °C por 120 s, seguido por 35 ciclos de 94 °C por 30 s, 58 °C por 30 s, 72 °C por 25 

90 s, e extensão final a 72 °C por 5 min. Os iniciadores utilizados, s7942-For e s7942-Rev, 26 

estão descritos na Tabela 1. 27 

 28 

Tabela 1. Sequências dos iniciadores usados para PCR, RT-qPCR e identificação de integração genômica. 29 

Iniciadores Forward primer (5′–3′) Reverse primer (5′–3′) Amplicon (pb) 
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psbA2ZsGreen1 cgcactagttcccctgattctgtggataaccgt cacggtacctcagggggaggtgtgggaggt 702 

s7942 (REC) tgctgcgtaacatcgttggct atgtgatcggaaccctgaccgt 1400 

ZsGreen gaccaaggagatgaccatgaagta ccggtgatcacgaacttgtg 69 

RPOD gagcaagcaagtcagcgatttg tgagcccgcaaccacgatc 272 

RNPB gtgaggagagtgccacagaa taagccgggttctgttctct 224 

 1 

 2 

2.5 Confirmação da fluorescência em S. elongatus 3 

Para verificar se as colônias transgênicas de S. elongatus estavam produzindo a proteína 4 

verde fluorescente (ZsGreen1), as colônias foram observadas usando uma câmera (CCD 5 

Olympus DP72) acoplada a um microscópio de epifluorescência invertido (OlympusⓇ IX81.). 6 

 7 

2.6 Crescimento de S. elongatus PCC 7942 8 

Para avaliar o efeito da presença das construções genéticas no crescimento de S. 9 

elongatus PCC 7942, culturas triplicadas contendo as duas construções (psbA2-ZsGreen1 e 10 

pnrsB-ZsGreen1), juntamente com a cultura de tipo selvagem (controle), foram monitoradas 11 

por um espectrofotômetro (BioMate 3, Thermo Scientific) em comprimento de onda de 750 12 

nm ao longo de 10 dias, com média inicial de OD 750 de 1,059 (±0,017). Além disso, a cada 13 

dois dias, foram coletadas amostras de 1 mL da cultura, fixadas com 80 µL de solução de Lugol 14 

[39], e contagens celulares foram realizadas usando uma câmara de Neubauer sob um 15 

microscópio vertical (Olympus CX41). 16 

 17 

2.7 Aplicação de campo magnético (CM) 18 

A exposição ao CM foi realizada utilizando ímãs de ferrite com intensidade média de 19 

30 mT (CM30) (150 × 50 × 10 mm). Essa intensidade foi escolhida, pois foi observado que ela 20 

tem uma influência positiva no Fotossistema II [36] para ensaios de fluorescência e expressão 21 
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gênica. A exposição foi conduzida por dois dias no início da fase estacionária da cultura, 1 

quando a OD 750 atingiu 1. A intensidade do CM foi medida em vários pontos nos frascos 2 

usados nos ensaios, utilizando medidor de CM (Global Mag, TLMP-HALL 05 K). O grupo 3 

controle foi mantido nas mesmas condições das culturas expostas ao CM, mas apenas expostas 4 

ao CM da Terra (0,005 mT). 5 

Em um ensaio preliminar, as condições experimentais ideais para a exposição ao CM e 6 

expressão da ZsGreen1 ao longo de dez dias foram analisadas. Com base nisso, foi determinado 7 

que todas as culturas nos experimentos começariam com densidade de OD 750=1, 8 

correspondendo ao início da fase estacionária, com amostragem para análise no segundo dia. 9 

Este ponto de tempo correspondia aos níveis mais altos de fluorescência detectada. Essa 10 

determinação é importante, pois, para biorreatores fotoautotróficos, é desejável que a produção 11 

de proteínas continue mesmo após atingir a densidade celular ideal [40]. 12 

 13 

2.8 Medição da fluorescência de S. elongatus PCC 7942 14 

Para avaliar a influência do CM30 no promotor do gene PpsbA2, relacionado à proteína 15 

D1:2 do Fotossistema II e, consequentemente, na produção da ZsGreen1, um ensaio em 16 

triplicata foi conduzido seguindo as condições descritas na seção 2.7. Ao longo de dois dias, as 17 

culturas transgênicas, juntamente com a cultura controle, foram cultivadas com e sem aplicação 18 

de CM. A cada 24 h, a densidade óptica foi medida usando um espectrofotômetro BioMate 3 19 

(Thermo Fisher Scientific), e a fluorescência foi medida usando leitor de microplacas híbrido 20 

(Biotek Synergy® H1). As medições foram realizadas em placas pretas com fundo 21 

transparente, utilizando comprimento de onda de excitação de 496 nm e comprimento de onda 22 

de emissão de 506 nm. A densidade óptica de cada cultura foi utilizada para normalizar os 23 

dados de fluorescência. 24 

 25 

2.9 Análise da expressão gênica 26 

Para avaliar a expressão do gene zsgreen1, um ensaio foi conduzido seguindo as 27 

mesmas condições descritas na seção 2.8. Ao final do segundo dia do ensaio, foram coletados 28 

50 ml da cultura para extração total de RNA utilizando Trizol (Invitrogen) e tratado com DNase 29 

I (Invitrogen). O cDNA foi sintetizado a partir de 1 µg de RNA usando o kit High Capacity 30 

cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems) e quantificado utilizando o fluorômetro 31 
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Qubit (Invitrogen). A análise da expressão gênica foi realizada utilizando a PCR quantitativa 1 

em tempo real (qPCR) com o kit PowerUP SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems) 2 

sob as seguintes condições: 50 °C por 120 s, 95 °C por 120 s, seguido por 40 ciclos de 95 °C 3 

por 15 s e 60 °C por 60 s. Os genes de normalização endógenos, rpod e rnpb, que codificam a 4 

subunidade Delta da RNA polimerase e a subunidade R da ribonuclease P, respectivamente, 5 

foram utilizados para normalizar a análise da expressão gênica. O método da curva padrão 6 

relativa foi empregado para análise, com auxílio do aplicativo geNorm VBA para o Microsoft 7 

Excel [41]. Todas as etapas foram realizadas de acordo com o protocolo do fabricante, e os 8 

iniciadores utilizados estão descritos na Tabela 1. 9 

 10 

2.10 Análises estatísticas 11 

Os dados referentes à curva de crescimento, expressão gênica e unidade de 12 

fluorescência foram submetidos a testes de normalidade utilizando os testes de Shapiro-Wilk e 13 

Kolmogorov-Smirnov, e a homogeneidade de variâncias foi avaliada pelo teste de Levene. 14 

Quando as premissas de normalidade foram atendidas, foi realizada uma análise de variância 15 

de dois fatores (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey quando diferenças significativas entre 16 

os tratamentos foram identificadas para os dados de crescimento e um teste t de Student não 17 

pareado para os dados de expressão gênica e unidade de fluorescência. Um nível de 18 

significância de p<0,05 foi considerado, e todas as análises estatísticas foram conduzidas 19 

utilizando o software GraphPad Prism 9.0. 20 

 21 

3. Resultados 22 

 23 

3.1 Integração genômica e fluorescência em S. elongatus PCC 7942 24 

Neste estudo, S. elongatus PCC 7942 foi transformada com as construções psbA2-25 

ZsGreen1 e pnrsB-ZsGreen1, ambos expressando a proteína fluorescente verde ZsGreen1 (Fig. 26 

2A e B). A confirmação da integração dessas construções no genoma da cianobactéria foi 27 

realizada por meio de PCR, resultando em um fragmento de 1,4 kb. Esse tamanho corresponde 28 

à região entre a proteína de membrana integral que regula a condutância de cátions em S. 29 

elongatus PCC 7942 (Synpcc7942_2499) e o gene de resistência a antibióticos (aadA: proteína 30 
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de resistência a aminoglicosídeos AadA) presente no vetor de expressão pSyn_1 (Fig. 2C). 1 

Para identificar cepas transgênicas que expressam a proteína ZsGreen1 e apresentam 2 

fluorescência, as colônias foram observadas sob um microscópio de fluorescência, onde a 3 

emissão de fluorescência foi detectada (Fig. 2D), e colônias selecionadas foram selecionadas. 4 

5 

Figura 2. Características dos vetores de expressão pnrsB-ZsGreen1 (A) e psbA2-ZsGreen1 (B). Confirmação da 6 

integração dos vetores pnrsB-ZsGreen1 e psbA2-ZsGreen1 no genoma de Synechococcus elongatus PCC 7942 7 

(C): 1 – 3: psbA2-ZsGreen1; 4 – 6: pnrsB-ZsGreen1; 7 – 9: S. elongatus PCC 7942 selvagem; 10: Controle 8 

negativo (reação sem amostra de DNA); 1 Kb Plus DNA Ladder. (D) Confirmação da presença da proteína 9 

fluorescente verde ZsGreen1 em colônias de Synechococcus elongatus PCC 7942 transgênicas (i: luz branca; iii: 10 

luz UV) e não transgênicas (ii: luz branca; iv: luz UV). 11 

 12 

3.2 Efeitos da transgenia no crescimento celular 13 

Para avaliar se a presença de DNA exógeno afetaria o crescimento da cianobactéria, foi 14 

realizado o monitoramento do crescimento ao longo de 10 dias, iniciando a contagem de células 15 

no OD 750=1,059 (±0,017). Durante esse período, foi observada diferença significativa para o 16 

OD 750 (Figura 3A) e densidade celular (células/mL) (Figura 3B), a partir do sexto dia, do 17 

grupo pnrsB-ZsGreen1, que continha o promotor PnrsB induzido por níquel (p<0,05). 18 

Nenhuma diferença significativa (p > 0,05) foi detectada entre os grupos em relação ao grupo 19 

de controle. Comparando o grupo psbA2-ZsGreen1, não foi identificado nenhuma diferença 20 
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significativa em relação aos demais tratamentos (p>0,05). De maneira geral, a presença das 1 

duas construções genética não afetaram o crescimento da cianobactéria transgênica. 2 

 3 

Figura 3. Curvas de crescimento de Synechococcus elongatus PCC7942. A: Avaliação do efeito da integração de 4 

duas construções pnrsB-ZsGreen1 (promotor PnrsB, induzido por níquel) e psbA2-ZsGreen1 (promotor PpsbA2, 5 

relacionado à proteína D1:2 do fotossistema II de Synechocystis sp.) na OD 750 nm; B: Densidade celular 6 

(células/mL) (b), comparados ao grupo controle. Letras diferentes indicam diferenças significativas (p < 0.05; 7 

ANOVA two-way). 8 

 9 

3.3 Efeito do campo magnético na expressão gênica e nos níveis de fluorescência 10 
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A análise estatística revela diferença significativa (p<0,05) na expressão do gene 1 

zsgreen1 para os dois promotores examinados quando expostos ao CM, psbA2-ZsGreen1 2 

(Figura 4A, p=0,0076) e pnrsB-ZsGreen1 (Figura 5A, p=0,0001). Em relação aos níveis de 3 

fluorescência, não foi observada diferença estatisticamente significativa em relação à 4 

exposição ao CM (p>0,05) para os dois promotores analisados (Figura 4B, p=0,2410; Figura 5 

5B, p=0,6357). 6 

Em resumo, é evidente que o promotor nativo não induzido PpsbA2 potencializa a 7 

transcrição da proteína de interesse quando comparado ao promotor induzido por níquel PnrsB. 8 

Além disso, a estratégia de exposição ao CM mostra-se eficaz na otimização da produção de 9 

proteínas em ambos os promotores (Figuras 4 e 5). 10 

 11 

Figura 4. Expressão do gene zsgreen1 no grupo contendo a construção genética psbA2-ZsGreen1, normalizado 12 

pelos genes endógenos rpod e rnpb, que codificam a subunidade Delta da RNA polimerase e a subunidade R da 13 

ribonuclease P, respectivamente (A), e Unidade de Fluorescência da proteína verde fluorescente ZsGreen1 (B) 14 

sob duas condições de exposição: sem campo magnético e com campo magnético de 30 mT. O grupo psbA2-15 

ZsGreen1 possui o promotor PpsbA2, relacionado à proteína D1:2 do fotossistema II de Synechocystis sp. 16 

Asteriscos indicam diferença significativa (** p<0,01; teste t de Student). 17 
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 1 

Figura 5. AExpressão do gene zsgreen1 no grupo contendo a construção genética pnrsB-ZsGreen1, normalizado 2 

pelos genes endógenos rpod e rnpb, que codificam a subunidade Delta da RNA polimerase e a subunidade R da 3 

ribonuclease P, respectivamente (), e Unidades de Fluorescência da proteína verde fluorescente ZsGreen1 (B) sob 4 

duas condições de exposição: sem campo magnético e com campo magnético de 30 mT. O grupo pnrsB-ZsGreen1 5 

possui o promotor PnrsB, uma região promotora constitutiva fraca fortemente induzida por níquel. Asteriscos 6 

indicam diferença significativa (*** p<0,001).; teste t de Student). 7 

 8 

4. Discussão 9 

Neste estudo, foram construídos dois plasmídeos usando o vetor pSyn_1 e 10 

transformados em S. elongatus PCC 7942, denominados pnrsB-ZsGreen1 e psbA2-ZsGreen1. 11 

Os promotores PnrsB e PpsbA2 foram utilizados para expressar a proteína verde fluorescente 12 

ZsGreen1 nessa cianobactéria, sendo o primeiro já presente no vetor comercial utilizado, 13 

enquanto o segundo promotor foi inserido no mesmo vetor por meio de técnicas de engenharia 14 

genética realizadas pelo grupo de pesquisa. A inserção do segundo promotor visa otimizar a 15 

produção de PR nessa biofábrica com exposição ao CM. Essa abordagem tecnológica mostrou-16 

se vantajosa, pois é de baixo custo, não causa poluição secundária, além de influenciar o perfil 17 

de síntese de proteínas em microrganismos, entre outras vantagens [29, 33, 35]. 18 

A cianobactéria S. elongatus PCC 7942 tem sido amplamente utilizada na produção de 19 

PR, sendo uma biofábrica de interesse na indústria devido à sua capacidade de utilizar CO2 e 20 

aproveitar a energia luminosa para a produção biotecnológica, apresentando isso como uma 21 
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das principais vantagens ambientais em relação a outras biofábricas disponíveis [42, 13]. O uso 1 

da engenharia genética na criação de cepas transgênicas confirmou o potencial desses 2 

microrganismos como sistemas de expressão [43], enquanto a inclusão de DNA exógeno não 3 

afeta seu desenvolvimento e crescimento. S. elongatus PCC 7942 foi capaz de integrar com 4 

sucesso o gene da proteína ZsGreen1 em seu genoma, o que corrobora os resultados de 5 

Azevedo et al. [21] e Sengupta et al. [27], que produziram cepas transgênicas para a produção 6 

de β-glucosidases recombinantes e ácido succínico, respectivamente, também não observando 7 

alterações no crescimento dessa espécie de cianobactéria. 8 

Nas plantas, algas e cianobactérias, o fluxo fotossintético ocorre de maneira integrada 9 

com a participação de quatro complexos proteicos supramoleculares, sendo dois deles o 10 

fotossistema I (FSI) e o fotossistema II (FSII) [44]. O FSII é a parte do aparato fotossintético 11 

responsável por catalisar a extração de elétrons da água, induzida pela luz, e transferi-los para 12 

moléculas móveis transportadoras de elétrons, as plastoquinonas, que estão presentes nas 13 

subunidades proteicas D1 e D2 e ajudam a formar o núcleo do FSII [44]. Em relação à proteína 14 

D1, em S. elongatus PCC 7942, podem ser encontradas três famílias multigênicas do gene psba 15 

que codificam duas formas distintas dessa proteína, D1:1 e D1:2, sendo que a última forma 16 

também é codificada pelo gene psba2 [45], cujo promotor foi utilizado neste estudo. 17 

Nas condições normais de cultivo, a expressão do gene psba em S. elongatus PCC 7942 18 

é diretamente proporcional à intensidade de luz utilizada, com maior número de transcritos dos 19 

genes psba2 e psba3 em intensidades de luz entre 125 e 750 μmol fótons m-2. s-1 [46, 47]. Neste 20 

estudo, trabalhamos com as condições de cultivo recomendadas pelo kit Vetor de Expressão 21 

de Proteína de Synechococcus da GeneArt™, que está dentro da faixa recomendada, explicando 22 

a quantidade basal de transcritos da proteína ZsGreen1 e fluorescência encontrada no grupo 23 

contendo o promotor do gene psba2, psbA2-ZsGreen1, sem exposição ao campo magnético 24 

(30 Mt), aproveitando apenas a energia luminosa disponível. No entanto, o mesmo não foi 25 

observado no grupo pnrsB-ZsGreen1, que contém o promotor induzível do gene da subunidade 26 

adaptadora da bomba de efluxo RND. Nesse caso, é necessário adicionar níquel à cultura para 27 

induzir a produção da proteína, o que pode representar uma desvantagem, já que o níquel pode 28 

ter efeitos tóxicos para as células, possivelmente levando à morte celular [21]. 29 

Além do fator de luminosidade, de maneira geral, a exposição ao CM (30 mT) 30 

aumentou a transcrição do gene zsgreen1 em ambos as construções, com maior expressão 31 

observada no grupo que contém o promotor nativo psbA2-ZsGreen1 (Figs. 4A e 5A), 32 
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demonstrando a influência do CM no aparato fotossintético das cianobactérias. Os efeitos 1 

biológicos observados em microrganismos quando expostos ao CM ainda permanecem não 2 

totalmente explicados, no entanto, algumas teorias são propostas para tentar entender esses 3 

mecanismos. Propõe-se que, sob exposição ao CM, ocorra aumento nos níveis de espécies 4 

reativas de oxigênio (EROs), caracterizando um estado de estresse nessas células, resultando 5 

em alteração na expressão gênica, assim como na atividade enzimática e, consequentemente, 6 

na expressão proteica [48]. Embora não tenhamos analisado as EROs das células de S. 7 

elongatus nas condições experimentais, sabemos que condições de estresse, como mudanças 8 

nas condições ambientais, podem induzir a expressão dos genes psba2 e psba3 com maior 9 

intensidade [47]. Portanto, é provável que o estado de estresse e as alterações em enzimas e 10 

genes envolvidos no processo de expressão proteica favoreceram a expressão da PR. 11 

Outra teoria estudada para explicar esses mecanismos é a teoria do "mecanismo 12 

quântico-mecânico", que se refere ao comportamento quântico de íons dentro de uma cavidade 13 

proteica [49]. A fuga de íons dessas cavidades pode influenciar o funcionamento de enzimas. 14 

Poucos estudos abordaram a influência da aplicação de CM no aparato fotossintético de 15 

microalgas e cianobactérias. Deamici et al. [33] avaliaram a influência do CM na atividade do 16 

FSII por meio da análise do rendimento quântico (FV / FM) e dos transientes de fluorescência 17 

da clorofila (OJIP) na cianobactéria Arthrospira platensis. Esses autores observaram que a 18 

aplicação de 30 mT influencia positivamente o FSII e não causa interrupção na cadeia de 19 

transporte de elétrons (QA e QB), em linha com a teoria do "mecanismo quântico-mecânico". 20 

Embora condições de estresse impactem negativamente a cadeia de transporte de elétrons (QA 21 

e QB) [50, 51], é provável que o estresse causado pelo CM seja diferente de outros tipos de 22 

estresse causados por mudanças nas condições de cultivo, pois essas perturbações não são 23 

verificadas. Portanto, o uso do promotor PpsbA2, que é mais expresso em condições de 24 

estresse, torna-se interessante, pois não interfere no funcionamento do FSII, mas melhora seu 25 

desempenho [36]. 26 

Quanto aos níveis de fluorescência produzidos pelas culturas, não foi observada 27 

diferença estatística nos promotores utilizados sob condições de estresse com exposição ao CM 28 

(Figura 4B e Figura 5B). Kunert et al. [52] também não observaram a mesma diferença na 29 

expressão gênica do gene repórter GFP para a espécie Synechocystis sp. quando mediram a 30 

emissão de fluorescência dessa proteína sob condições de estresse com limitação de ferro no 31 

meio de cultura, onde é possível que os pigmentos presentes nessas células estejam absorvendo 32 

parte da luz emitida. 33 
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Esses resultados reforçam nossa proposta de usar indutores nativos para a expressão de 1 

PR, demonstrando que a utilização do promotor nativo do gene psba2 é uma opção dentro da 2 

engenharia de promotores, sem a necessidade de indutores caros ou potencialmente tóxicos. 3 

Seguindo a linha de utilizar promotores nativos, Sengupta et al. [27] obtiveram bons resultados 4 

na produção fotoautotrófica de ácido succínico, usando o promotor nativo do gene psbA3, da 5 

proteína D1:2 do fotossistema II (PpsbA3) na cianobactéria Synechococcus elongatus PCC 6 

11801. Além disso, também demonstramos o potencial do uso do CM como ferramenta para 7 

incrementar a produção de PR na cianobactéria S. elongatus PCC 7942. Os efeitos positivos 8 

dessa ferramenta em microalgas e cianobactérias são bem documentados [32], incluindo para 9 

a espécie S. elongatus PCC 7942 [53]. No entanto, ainda há falta de estudos para a otimização 10 

de PR nesses microrganismos fotoautotróficos. Reafirmando a eficiência dessa ferramenta, 11 

Rashidieh et al. [29] demonstraram que é possível aumentar o rendimento na expressão 12 

heteróloga da proteína de membrana CD22 em E. coli, enquanto Madjid Ansari et al. [28] 13 

obtiveram aumento na produção de glicose oxidase na levedura Picchia pastoris, ambos 14 

utilizando CM de baixa frequência (CM-BF). 15 

Em resumo, este é o primeiro estudo a demonstrar que a combinação de um promotor 16 

nativo com a aplicação de CM pode otimizar a produção de PR, eliminando a necessidade de 17 

promotores exógenos que frequentemente já estão disponíveis em vetores comerciais, o que 18 

tende a aumentar o custo da produção de PR e potencialmente causar efeitos adversos nas 19 

células. 20 

 21 

5. Conclusão 22 

No presente trabalho foi demonstrada a eficácia do uso do promotor livre de indutor 23 

químico psbA2 para a produção de PR. Além disso, foi sugerido o uso de CM para aumentar o 24 

funcionamento desse promotor. A produção de PR foi maior sob condições naturais de cultivo 25 

com esse promotor, mas pode ser aumentada com a aplicação dessa tecnologia de baixo custo 26 

que não causa efeitos prejudiciais às células e não gera poluição secundária, como ocorre com 27 

promotor PnrsB, disponível no vetor comercial pSyn_1, que possui desvantagens na indução 28 

da produção de PR, por exigir a adição de níquel ao sistema. 29 

 30 
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Resumo 1 

As cianobactérias têm demonstrado um potencial significativo na biofabricação fotossintética 2 

de proteínas recombinantes (PRs) com diferentes promotores. Os promotores relacionados ao 3 

fotossistema têm sido explorados e sua eficiência de expressão é diretamente vinculada à 4 

intensidade da luz utilizada para o crescimento das cepas. Este estudo explora o efeito de 5 

diferentes intensidades de luz em dois promotores do aparato fotossintético, PpsbA1 e PpsbA2, 6 

para otimizar a produção de PRs em S. elongatus PCC 7942, assim como definir o tempo ideal 7 

de indução desses promotores para obter o maior rendimento da PR produzida. Estes 8 

promotores relacionados ao fotossistema II de cianobactérias foram utilizados para expressar a 9 

proteína repórter verde fluorescente ZsGreen1, e as construções genéticas produzidas foram 10 

transformadas em S. elongatus PCC 7942. Os resultados de expressão gênica e níveis de 11 

fluorescência indicaram que os promotores usados respondem de diferentes maneiras sob 12 

diferentes intensidades de luz e em diferentes tempos de indução. O promotor PpsbA2 13 

demonstrou ser mais eficiente na produção da proteína ZsGreen1 em relação ao promotor 14 

PpsbA1. O promotor PpsbA2, quando induzido por 6 h em intensidade de luz mais alta (500 15 

μmol. m-2. s-1), pode resultar em quantidades maiores da proteína de interesse, quando 16 

comparado com o promotor comercialmente utilizado PpsbA1. Essa combinação pode 17 

melhorar o desempenho da cianobactéria S. elongatus PCC 7942 como biofábrica de proteínas 18 

recombinantes. 19 

 20 

Palavras-chave: cianobactéria, promotores nativos, intensidade luminosa, expressão gênica. 21 
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1. Introdução 1 

As cianobactérias têm demonstrado um grande potencial na biofabricação fotossintética 2 

de biocombustíveis e biocompostos (naturais e não naturais), sendo consideradas importantes 3 

biofábricas. Isso se deve principalmente à sua capacidade de absorver CO2 e energia solar como 4 

fontes de carbono e energia para o crescimento da biomassa e a conversão de compostos 5 

orgânicos (Li et al., 2022). Esses microrganismos procarióticos são únicos com capacidade de 6 

realizar a fotossíntese oxigênica, nas quais desenvolveram adaptações para aprimorar seu 7 

desempenho fotossintético por meio do acúmulo de carbono inorgânico dentro das células, 8 

conhecido como mecanismo de concentração de carbono (MCC) (Price et al., 2008). Outro 9 

fator importante em relação às cianobactérias é a alta adaptabilidade a mudanças ambientais, 10 

especialmente no que diz respeito à absorção de luz para o crescimento e síntese de moléculas 11 

essenciais, sem causar fotodano às células (Ungerer et al., 2018; Battistuzzi et al., 2023). 12 

A fotoinibição sob altas intensidades de luz podem ser evitadas a partir de mecanismos 13 

fisiológicos desenvolvidos por estes microrganismos, permitindo a aclimatação dessas 14 

cianobactérias a mudanças no ambiente, sem comprometer sua taxa de crescimento e fixação 15 

de CO2 (Rehman et al., 2022). Esses mecanismos estão relacionados à sensibilidade do aparato 16 

fotossintético em capturar e se adaptar a essas mudanças, principalmente no complexo do 17 

fotossistema II (FSII) desse aparato. Nas cianobactérias, o fotossistema II é um complexo 18 

responsável por catalisar a fotoxidação da água e iniciar o fluxo de elétrons a partir da absorção 19 

de energia luminosa, composto por duas subunidades da proteína D1, D1:1 e D1:2, que 20 

alternam no controle da operação desse complexo, sob diferentes intensidades de luz, 21 

prevenindo o fotodano às células (Mulo et al., 2012; Heinz et al., 2016). Todas essas 22 

características importantes demonstram cumulativamente a capacidade desses microrganismos 23 

para a síntese de metabólitos secundários e compostos bioativos com aplicações em diversos 24 

setores da sociedade, seja na agricultura (Oviedo-Olvera et al., 2023; Tham et al., 2023), na 25 

composição de alimentos humanos (Grahl et al., 2020), na indústria cosmética (Castro et al., 26 

2023), ou na produção de biocombustíveis emergentes (Marangon et al., 2023), bem como na 27 

produção de proteínas recombinantes (PRs) (Banerjee e Ward, 2022). 28 

 A produção de PRs de alto valor em cianobactérias tem aumentado constantemente nos 29 

últimos anos. Além das características já mencionadas, a capacidade natural de algumas 30 

espécies de integrar genes exógenos em seu genoma e a facilidade de manipulação genética 31 

tornam esses microrganismos fotossintéticos plataformas atraentes na biofabricação em 32 
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biologia sintética, como exemplificado pela espécie modelo Synechococcus elongatus PCC 1 

7942 (Sproles et al., 2021; Banerjee e Ward, 2022). Na biologia sintética, como parte das peças 2 

essenciais para montar um vetor de expressão de PR, os promotores são responsáveis por 3 

controlar a força de expressão da proteína de interesse e podem ser induzidos de várias 4 

maneiras, incluindo o uso de luz (Goodchild-Michelman et al., 2023). 5 

 Promotores que controlam genes relacionados ao fotossistema têm sua força de 6 

expressão diretamente vinculada à intensidade da luz utilizada para o crescimento das cepas. 7 

Sengupta et al. (2020), ao produzirem ácido succínico usando o promotor PpsbA3 do gene 8 

psbA3 em S. elongatus PCC 1180, alcançaram aumento de 40% no rendimento com intensidade 9 

de luz de 300 µmol.m-2. s-1. Li et al. (2018) avaliaram as respostas de vários promotores do 10 

fotossistema para a produção de β-galactosidase recombinante em S. elongatus UTEX 2973 e 11 

demonstraram que esses promotores respondem de maneira diferente em baixas (50 µmol.m-2. 12 

s-1) e altas (500 µmol.m-2. s-1) intensidades de luz, recomendando fortemente o uso desses 13 

promotores induzíveis por luz. 14 

 Até o momento, uma faixa de luz ideal e tempo de indução para esses promotores do 15 

fotossistema ainda não foram definidos. O que se sabe é que a variação nas respostas desses 16 

promotores pode estar relacionada à adaptação do aparato fotossintético, especialmente o 17 

complexo do fotossistema II, como visto, por exemplo, com a expressão de diferentes 18 

isoformas da proteína D1, D1:1 e D1:2, que regulam a transcrição de genes em condições de 19 

intensidade de luz distintas. Em S. elongatus, a isoforma D1:1 é codificada pelo gene psbA1 20 

sob condições normais de cultivo com baixa intensidade de luz, enquanto a isoforma D1:2, 21 

codificada pelos genes psbA2 e psbA3, é expressa em condições de estresse celular em 22 

intensidades de luz elevadas (Mulo et al., 2012). 23 

 Numerosas lacunas ainda precisam ser preenchidas para aumentar o rendimento de 24 

produção de cianobactérias como biofábricas, em comparação com outros microrganismos 25 

usados na produção de PRs, como bactérias e leveduras (Cui et al., 2023). Sproles et al. (2021) 26 

relataram que a engenharia genética e o fornecimento de recursos moleculares podem aumentar 27 

o rendimento da biofabricação fotossintética, potencialmente reduzindo o atraso em 28 

comparação com outras biofábricas usadas em aplicações biotecnológicas. Outro aspecto 29 

importante é compreender como a incidência de luz afeta esses microrganismos fotossintéticos 30 

na biofabricação de compostos, já que respostas variadas podem ser encontradas em diferentes 31 

intensidades de luz, comprimento de onda e fotoperíodo (Winayu et al., 2024), especialmente 32 
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em relação à estabilidade da transcrição gênica no aparato fotossintético (Mulo et al., 2012; 1 

Muramatsu e Hihara, 2012). 2 

 Cui et al. (2023) argumentaram que o desenvolvimento de tecnologias de biofabricação 3 

fotossintética em cianobactérias é baseado em três abordagens principais: 1) triagem para 4 

encontrar novas espécies que possuam características desejáveis para aplicações 5 

biotecnológicas; 2) engenharia para modificar, referindo-se a estudos biotecnológicos com o 6 

objetivo de otimizar a produção de metabólitos naturais e não naturais; 3) estresse para ativar, 7 

relacionado à indução dessas biofábricas sob condições estratégicas para o acúmulo desses 8 

metabólitos. O presente estudo está totalmente alinhado com essas três abordagens, visando 9 

explorar o efeito de diferentes intensidades de luz em dois promotores do aparato fotossintético, 10 

PpsbA1 e PpsbA2, para otimizar a produção de PRs em S. elongatus PCC 7942, assim como 11 

definir o tempo ideal de indução desses promotores para obter o maior rendimento do PR 12 

produzida. 13 

 14 

2. Material e Métodos 15 

 16 

2.1 Cepas e condições de cultivo 17 

Neste estudo, foram utilizadas células Escherichia coli One Shot TOP10 Electrocomp 18 

(Thermo Fisher Scientific), cultivadas à 37 °C em meio Luria-Bertani (LB) (Sambrook et al., 19 

1989) para a replicação das construções genéticas, suplementado com 100 µg/mL de 20 

espectinomicina e agitação de 220 rpm. O meio BG-11 pH 7,6 (Rippka et al., 1979) foi usado 21 

no cultivo do inóculo de Synechococcus elongatus PCC 7942 (Thermo Fisher Scientific), 22 

mantido à 34 °C sem agitação sob luz fluorescente fria de 50 µmol.m-2. s-1. Ao trabalhar com 23 

cepas transgênicas, os meios de cultura foram suplementados com 10 µg/mL de 24 

espectinomicina. A densidade ótica (OD) de todas as culturas foi monitorada medindo a 25 

absorbância (750 nm) em espectrofotômetro (BioMate 3, Thermo Fisher Scientific). 26 

 27 

2.2 Construção do vetor 28 

 Os vetores utilizados como ponto de partida para a manipulação genética de S. 29 

elongatus PCC 7942 foram pSyn_1 e pSyn_6, ambos presentes no kit Synechococcus 30 
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GeneArt® (Thermo Fisher Scientific). A principal diferença entre esses dois vetores está nos 1 

promotores constitutivos que controlarão a expressão da proteína de interesse. No plasmídeo 2 

pSyn_1, há um promotor fraco derivado da subunidade adaptadora da bomba de efluxo RND 3 

(Resistance Nodulation Division) de Synechocystis sp. PCC 6803, chamado PnrsB, enquanto o 4 

promotor no plasmídeo pSyn_6 é o PpsbA1 de S. elongatus, que codifica a proteína D1:1 do 5 

fotossistema II. 6 

 Uma nova construção foi produzida inserindo um segundo promotor no plasmídeo 7 

pSyn_1, o promotor PpsbA2 que codifica a proteína D1:2 do fotossistema II de Synechocystis 8 

sp., para expressar a proteína recombinante verde fluorescente do coral Zoanthus sp. (ZsGreen1 9 

ou zoanGFP). Isso resultou em uma construção híbrida contendo ambas as regiões promotoras 10 

PnrsB e PpsbA2, que foi nomeada psbA2-ZsGreen1. 11 

A construção psbA2-ZsGreen1 foi usado como molde para isolar o fragmento da 12 

proteína verde fluorescente ZsGreen1 por PCR, utilizando os iniciadores PNI - For e RRNB - 13 

Rev, detalhados na Tabela 1. O produto de PCR e o vetor pSyn_6 foram digeridos usando as 14 

enzimas de restrição BamHI e KpnI (Thermo Fisher Scientific) e ligados usando a DNA ligase 15 

T7 (Thermo Scientific), resultando na construção denominada psbA1-ZsGreen1. Todos os 16 

fragmentos de DNA foram purificados (kit de purificação de DNA GFX PCR e gel, GE 17 

HealthCare), quantificados (Fluorímetro Qubit, Thermo Fisher Scientific) e os procedimentos 18 

foram realizados de acordo com os protocolos dos fabricantes. 19 

 20 

2.3 Transformação de S. elongatus PCC 7942 21 

As construções desenvolvidas foram transformados em S. elongatus PCC 7942 22 

seguindo o protocolo do já citado kit Synechococcus Gene Art. Um inóculo de S. elongatus 23 

PCC 7942 selvagem transformado sem as construções genéticas foi utilizado como controle 24 

negativo. Após a etapa de transformação, as amostras foram semeadas em ágar BG-11 a 1,5%, 25 

suplementado com 10 µg. mL-1 de espectinomicina. 26 

 27 

2.4 Confirmação da integração genômica 28 

Para a confirmação da integração genômica, o DNA genômico dos transformantes de 29 

S. elongatus foi extraído a partir do aquecimento a 95 °C por 5 minutos de uma amostra de 10 30 
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µL de cultivo, centrifugada e o sobrenadante foi utilizado como molde para reações de PCR. 1 

O DNA genômico de S. elongatus selvagem foi utilizado como controle negativo. As reações 2 

de PCR foram conduzidas nas seguintes condições: 94 °C por 120 s, seguido por 35 ciclos de 3 

94 °C por 30 s, 50 °C por 30 s e 72 °C por 90 s, com uma extensão final de 72 °C por 5 min. 4 

Os iniciadores utilizados, s7942 - For e s7942 - Rev, estão detalhados na Tabela 1. 5 

 6 

Tabela 1. Iniciadores utilizados nas reações de PCR, RT-qPCR e identificação de integração genômica. 7 

Primers Sequência (5′–3′) PCR amplicon (pb) 

PNI - For ctcggtctgatvttagcggggga  

1215 

RRNB - Rev gcgctacggcgtttcacttctga 

s7942 - For tgctgcgtaacatcgttggct  

1400 
s7942 - Rev atgtgatcggaaccctgaccgt 

ZsGreen1 - For gaccaaggagatgaccatgaagta  

69 
ZsGreen1 - Rev ccggtgatcacgaacttgtg 

RPOD - For gagcaagcaagtcagcgatttg  

272 
RPOD - Rev tgagcccgcaaccacgatc 

RNPB - For gtgaggagagtgccacagaa  

224 
RNPB - Rev taagccgggttctgttctct 

 8 

 9 

2.5 Detecção da fluorescência de S. elongatus PCC 7942 10 

As cepas de S. elongatus PCC 7942 transformadas com plasmídeos contendo o gene 11 

zsgreen1 foram avaliadas utilizando um microscópio de epifluorescência invertido (Olympus® 12 

IX81), equipado com uma câmera (CCD Olympus DP72). 13 

 14 

2.6 Crescimento das cepas de S. elongatus PCC 7942 15 
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Para monitorar o efeito dos transgenes no crescimento das cepas de S. elongatus PCC 1 

7942, foram realizados cultivos em triplicata das cepas contendo as duas construções (psbA1-2 

ZsGreen1 e psbA2-ZsGreen1), juntamente com o cultivo selvagem (controle). O 3 

monitoramento foi realizado a cada dois dias, utilizando espectrofotômetro (BioMate 3, 4 

Thermo Fisher Scientific) a um comprimento de onda de 750 nm ao longo de 10 dias, iniciando 5 

com uma média de OD750 de 0,130 (±0,003). Além disso, 1 ml de cultura foi coletado, fixado 6 

com 80 µL de solução de Lugol (Utermöhl, 1958), para contagem de células em câmara de 7 

Neubauer, utilizando microscópio (Olympus CX41) de bancada. 8 

 9 

2.7 Indução de promotores com diferentes intensidades de luz 10 

Para avaliar a resposta dos promotores do aparato fotossintético e a expressão da 11 

ZsGreen1 sob várias densidades de fluxo de fótons, foram realizados experimentos em 12 

triplicata utilizando luz fluorescente fria em três intensidades diferentes: luz baixa (50 μmol. 13 

m-2. s-1), luz média (250 μmol. m-2. s-1) e luz alta (500 μmol. m-2. s-1), conforme determinado 14 

pelos estudos de Mulo et al. (2012) para essa espécie de cianobactéria. 15 

A densidade ótica inicial (OD750) do experimento foi de aproximadamente 0,5 em todas 16 

as réplicas. O experimento teve início com uma etapa inicial onde todas as réplicas foram 17 

mantidas durante 24 h sem exposição à luz, período necessário para a estabilização da família 18 

de genes psbA (Mulo et al., 2012), e feito a coleta de material, constituindo assim o tratamento 19 

controle. Após esse período, as culturas foram distribuídas entre os tratamentos, com duração 20 

de 48 horas, e pontos de amostragem em 0, 6, 12, 24 e 48 h para análise de expressão gênica. 21 

Medidas de radiação fotossinteticamente ativa (PAR, do inglês Photosynthetically active 22 

radiation) foram obtidas usando um medidor LI-250A acoplado a um sensor quântico esférico 23 

LI-193, para ajustar as intensidades de luz apropriadas. 24 

 25 

2.8 Expressão gênica 26 

Para avaliar o efeito de diferentes intensidades de luz nos dois promotores em estudo, 27 

a expressão do gene repórter zsgreen1 foi quantificada. O RNA total foi extraído de 30 mL de 28 

cultura de cada réplica usando Trizol (Invitrogen) e subsequentemente tratado com DNAse I 29 

(Invitrogen). O cDNA foi sintetizado a partir de 1 µg de RNA usando o kit de Transcrição 30 

Reversa de cDNA de Alta Capacidade (Applied Biosystems) e quantificado com o fluorímetro 31 
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Qubit (Invitrogen). A análise de expressão foi realizada por PCR quantitativo em tempo real 1 

(qPCR) usando o kit PowerUP SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems) nas seguintes 2 

condições: 50 °C por 120 s, 95 °C por 120 s, seguido por 40 ciclos de 95 °C por 15 s e 60 °C 3 

por 60 s. Os genes normalizadores endógenos, rpod e rnpb, responsáveis pela codificação da 4 

subunidade Delta da RNA polimerase e da subunidade R da ribonuclease P, respectivamente, 5 

foram utilizados para normalizar a análise de expressão gênica, e os resultados foram 6 

analisados pelo método 2-ΔΔCT (Livak e Schmittgen, 2001). Todas as etapas seguiram o 7 

protocolo do fabricante, e os iniciadores utilizados estão descritos na Tabela 1. 8 

 9 

2.9 Medição da fluorescência de ZsGreen1 10 

Os resultados da expressão gênica foram utilizados para definir o tempo de exposição 11 

suficiente para obter os melhores resultados para a proteína ZsGreen1. Assim, o experimento 12 

foi iniciado com o OD750 de aproximadamente 0,5 nas culturas, que também foram submetidas 13 

a 24 h de restrição de luz, e em seguida induzidas por 6 h nas três intensidades de luz estudadas: 14 

luz baixa (50 μmol. m-2. s-1), luz média (250 μmol. m-2. s-1) e luz alta (500 μmol. m-2. s-1). 15 

Após a indução, as réplicas foram novamente mantidas sem exposição à luz para evitar 16 

a influência da indução externa de luz além do período de 6 h, e então a fluorescência foi 17 

monitorada por 48 h, com coletas a cada 24 h. As leituras foram realizadas usando placas pretas 18 

em um leitor de microplacas híbrido (Biotek Synergy® H1) a um comprimento de onda de 19 

excitação de 493 nm e emissão de 505 nm, sendo os valores de densidade OD750 de cada cultura 20 

utilizados para normalizar os dados de fluorescência. 21 

 22 

2.10 Análise estatística 23 

 Os resultados correspondentes ao crescimento e fluorescência foram obtidos em 24 

experimento em triplicata. Os dados de expressão de genes foram obtidos a partir de três 25 

subamostras coletadas de cada réplica, totalizando n=9 em cada tratamento. Todos os dados 26 

encontrados nas análises foram submetidos a testes de normalidade (Shapiro-Wilk e 27 

Kolmogorov-Smirnov) e homogeneidade de variâncias (teste de Levene). Uma vez que as 28 

premissas para a análise foram atendidas, os resultados foram testados por meio de ANOVA 29 

unifatorial seguida pelo teste de comparação de médias de Dunnett, já que a média de cada 30 

tratamento foi comparada apenas ao grupo controle. Os dados de crescimento são apresentado 31 
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com média±desvio padrão, e os dados de expressão gênica e fluorescência como média±erro 1 

padrão. O nível de significância considerado foi p<0,05, e todos os testes foram realizados no 2 

software GraphPad Prism 9.0 (GraphPad Software). 3 

 4 

3. Resultados 5 

 6 

3.1 Integração genômica e fluorescência em S. elongatus PCC 7942 7 

Duas construções foram produzidas com diferentes promotores que controlam genes 8 

envolvidos no fotossistema II, psbA1-ZsGreen1 (promotor PpsbA1) e psbA2-ZsGreen1 9 

(promotor PpsbA2), ambos expressando a proteína verde fluorescente ZsGreen1 (Fig. 1a e 1d). 10 

A confirmação da fluorescência das cepas transgênicas também foi observada em colônias e 11 

em meio líquido, utilizando microscópio de fluorescência, com a detecção de fluorescência nas 12 

células (Fig. 1b). Os resultados de PCR mostram que o gene zsgreen1 foi integrado ao genoma 13 

de S. elongatus PCC 7942, confirmando a eficiência natural dessa espécie em integrar genes 14 

exógenos. A confirmação mostrou um fragmento de 1,4 kb, que corresponde à região entre a 15 

proteína de membrana integral que regula a condutância de cátions em S. elongatus PCC 7942 16 

(Synpcc7942_2499) e o gene que confere resistência ao antibiótico espectinomicina (gene 17 

aadA: proteína de resistência aminoglicosídeo AadA), presente em ambos os vetores de 18 

expressão (Fig. 1c). 19 

 20 
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Figura 1. A: Características da construção genética psbA2-ZsGreen1, onde: NS1b: sítio de recombinação 1 

homóloga; pUC ori: Origem de replicação bacteriana; NS1a: sítio de recombinação homóloga; aadA: gene de 2 

resistência à antibiótico; pnrsB: promotor do gene da subunidade adaptadora da bomba de efluxo RND; psbA2: 3 

promotor da proteína D1:2 do fotossistema II de Synechocystis sp. PCC 6803; ZsGreen1: proteína verde 4 

fluorescente; rrnB: região de terminação da transcrição. B: Características da construção genética psbA2-5 

ZsGreen1, onde: NS1b: sítio de recombinação homóloga; RP4/ RK2: local bom, facilita a conjugação bacteriana; 6 

pUC ori: Origem de replicação bacteriana; NS1a: sítio de recombinação homóloga; aadA: gene de resistência à 7 

antibiótico; pnrsB: promotor do gene da subunidade adaptadora da bomba de efluxo RND; psbA2: promotor da 8 

proteína D1:1 do fotossistema II de Synechococcus elongatus; ZsGreen1: proteína verde fluorescente; rrnB: região 9 

de terminação da transcrição. C: Eletroforese de confirmação da integração das construções no genoma de genoma 10 

de Synechococcus elongatus PCC 7942, 1 Kb Plus DNA Ladder; 1 a 3: psbA1-ZsGreen1; 4 a 6: psbA2-ZsGreen1; 11 

7 a 9: S. elongatus selvagem; 10: Controle negativo. D: Identificação de fluorescência em células de S. elongatus 12 

PCC 7942 em meio líquido, cepa psbA2-ZsGreen1 (i e ii), e cepa psbA1-ZsGreen1 (iii e iv). 13 

 14 

3.2 Efeitos da transgenia no crescimento celular 15 

Para avaliar se a presença de DNA exógeno afetaria o crescimento das cianobactérias, 16 

foi realizado um monitoramento de 10 dias, começando a contagem celular a partir de um 17 

OD750 de 0,130 (±0,003). Durante esse período, constatou-se que a inclusão do gene zsgreen1 18 

no genoma de S. elongatus não teve impacto negativo no crescimento das colônias quando 19 

comparado ao grupo controle (cepa selvagem). Não foi observada diferença significativa 20 

(p>0,05) tanto para a densidade celular (células/mL) (Fig. 2a) quanto para OD750 (Fig. 2b) nas 21 

cepas contendo as construções genéticas psbA1-ZsGreen1 e psbA2-ZsGreen1. 22 
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 1 

Figura 2. Curvas de crescimento de Synechococcus elongatus PCC7942. Avaliação do efeito da integração de 2 

dois construtos, psbA1-ZsGreen1 (promotor PpsbA1, relacionado à proteína D1:1 do fotossistema II de S. 3 

elongatus) e psbA2-ZsGreen1 (promotor PpsbA2, relacionado à proteína D1:2 do fotossistema II de Synechocystis 4 

sp.), na densidade celular (104 cels /mL) (A) e no OD750 nm (B), em relação ao grupo controle, cultura selvagem. 5 

Dados apresentados como média ± desvio padrão da média. 6 

 7 

3.3 Intensidades de luz na expressão gênica 8 

Três intensidades de luz diferentes foram testadas para avaliar as respostas dos 9 

promotores do aparato fotossintético quando induzidos a expressar a proteína verde 10 

fluorescente ZsGreen1 (Fig. 3). A indução com luz baixa (50 μmol. m-2. s-1) não resultou em 11 
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diferença estatisticamente significativa (p>0,05) em comparação com o grupo controle (coleta 1 

na fase escura) para nenhuma das cepas (Fig. 3a). Era esperado que, nessa intensidade de luz, 2 

a cepa psbA1-ZsGreen1 com o promotor PpsbA1 gerasse maior transcrição de zsgreen1, uma 3 

vez que o gene psbA1 é mais expresso em condições de luz baixa. 4 

Sob luz média (250 μmol. m-2. s-1), a quantidade de transcritos não apresentou diferença 5 

em relação aos tempos de exposição quando comparada ao tempo controle (p>0,05) para a cepa 6 

psbA1-ZsGreen1 (Fig. 3b). Para psbA2-ZsGreen1 com o promotor PpsbA2, o ponto de 6 h 7 

apresentou diferença significativa em relação ao controle (p=0,0019); entretanto, não foi 8 

observada diferença nos outros tempos analisados (p>0,05) (Fig. 3b). 9 

A indução com luz alta (500 μmol. m-2. s-1) resultou no melhor desempenho para a 10 

produção da proteína fluorescente com a cepa psbA2-ZsGreen1. Para a cepa psbA1-ZsGreen1, 11 

não foi observada diferença estatística nos tempos de exposição em comparação com o tempo 12 

controle (p>0,05) (Fig. 3c). No entanto, ao analisar o gráfico de transcrição da cepa psbA2-13 

ZsGreen1 nessa intensidade, identificamos o melhor tempo de indução do promotor PpsbA2, 14 

com a maior quantidade de transcritos encontrada no ponto de 6 h, estatisticamente diferente 15 

em relação ao tempo controle (p=0,0212). Os outros tempos de coleta não apresentaram 16 

diferença (p>0,05) (Fig. 3c). 17 
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Fig. 3. Expressão relativa do gene zsgreen1 com indução de diferentes intensidades de luz e tempos de exposição, 1 

para as cepas transgênicas psbA1-ZsGreen1 e psbA2-ZsGreen1. A: Indução com luz baixa (50 μmol. m-2. s-1). B: 2 

Indução com luz média (250 μmol. m-2. s-1). C: Indução com luz alta (500 μmol. m-2. s-1). A cepa psbA1-ZsGreen1, 3 

possui o promotor PpsbA1, relacionado à proteína D1:1 do fotossistema II de S. elongatus, e a cepa psbA2-4 

ZsGreen1, possui o promotor PpsbA2, relacionado à proteína D1:2 do fotossistema II de Synechocystis sp. 5 

Diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) nos níveis de expressão gênica nos tempos de coleta em relação 6 

ao grupo controle em diferentes intensidades de indução do promotor são indicadas por asteriscos (* p < 0,05; ** 7 

p<0,01; teste ANOVA unifatorial seguido de Dunnett). Dados apresentados como média ± erro padrão da média. 8 

 9 

3.4 Intensidades de luz nos níveis de fluorescência 10 

 A fluorescência da ZsGreen1 foi avaliada com base no melhor tempo de exposição 11 

encontrado na análise de expressão gênica, e assim, após 6 h de exposição a três intensidades 12 

de luz diferentes, luz baixa (50 μmol. m-2. s-1), luz média (250 μmol. m-2. s-1), luz alta (500 13 

μmol. m-2. s-1), a fluorescência foi monitorada por 48 h (Fig. 4). A fluorescência produzida pela 14 

cepa psbA1-ZsGreen1 não diferiu (p>0,05) do controle nas três intensidades de luz, para ambos 15 

os tempos de leitura (Figs. 4a, b, c). Os valores de fluorescência obtidos na cepa psbA2-16 

ZsGreen1 foram mais evidentes, como esperado, dada a expressão do gene zsgreen1 observada. 17 

Foi constatado aumento significativo na fluorescência diária para cada intensidade de luz 18 

quando comparada diretamente ao controle, tornando-se mais evidente essa diferença no tempo 19 

de 48 h de leitura, tendo maior pico de fluorescência produzida com a exposição à luz alta 20 

(p<0,05; p<0,0001) (Figs. 4a, b, c). 21 

 22 

Figura 4. Unidades de fluorescência (FU) da proteína verde fluorescente ZsGreen1com indução de diferentes 23 

intensidades de luz e tempos de exposição, para as cepas transgênicas psbA1-ZsGreen1 e psbA2-ZsGreen1. A: 24 

Indução com luz baixa (50 μmol. m-2. s-1). B: Indução com luz média (250 μmol. m-2. s-1). c) Indução com luz alta 25 

(500 μmol. m-2. s-1). A unidade de fluorescência foi determinada pela leitura no comprimento de onda de excitação 26 

de 493 nm e emissão de 505 nm, normalizada pelos valores de densidade ótica OD750. Diferenças estatisticamente 27 

significativas em relação somente ao grupo controle (tempo 0h) (p<0,05) nos níveis de fluorescência em cada 28 

tempo de coleta (h) para cada intensidade de indução, são indicadas por asteriscos (* p<0,05; ** p<0,01; *** 29 

p<0,001; **** p<0,0001; teste ANOVA unifatorial seguido de Dunnett). Dados apresentados como média ± erro 30 

padrão da média. 31 

 32 

4. Discussão 33 
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Como estratégia para otimizar a produção de proteínas recombinantes em S. elongatus 1 

PCC 7942 como modelo de biofábrica, foi estudada a eficiência de dois promotores 2 

relacionados às isoformas D1:1 e D1:2 dos genes psbA1 e psbA2, respectivamente. Esses 3 

promotores foram escolhidos devido à necessidade de utilizar promotores nativos fortes 4 

induzidos pela luz, que segundo Li et al. (2018), elimina a necessidade de usar agentes 5 

indutores potencialmente tóxicos para a produção de proteínas recombinantes. Assim, foram 6 

produzidas duas construções genéticas, psbA1-ZsGreen1 (promotor PpsbA1) e psbA2-7 

ZsGreen1 (promotor PpsbA2), ambas conduzindo a expressão do gene repórter zsgreen1, que 8 

codifica a proteína verde fluorescente ZsGreen1. 9 

A capacidade de integrar eficientemente genes exógenos em seu genoma tem sido um 10 

fator determinante no uso de espécies de cianobactérias em aplicações biotecnológicas. S. 11 

elongatus PCC 7942 possui competência natural para a transformação, tornando-se, assim, uma 12 

espécie modelo ideal para estudos em biologia sintética (Vioque, 2007). Ao integrar as 13 

construções produzidas neste trabalho no genoma de S. elongatus PCC 7942, verificou-se que 14 

a presença do gene exógeno não trouxe nenhum efeito negativo no crescimento das cepas 15 

transformadas, confirmando, assim, a capacidade de expressar proteínas recombinantes. 16 

Carbonell et al. (2019) relataram que a integração genômica de duas variantes do gene da 17 

enzima formadora de etileno (efe) também não trouxe nenhum impacto negativo no 18 

crescimento de S. elongatus PCC 7942 quando comparado com a cepa selvagem, reforçando o 19 

uso desse modelo para a produção fotoautotrófica de biocompostos recombinantes. 20 

O vetor comercial pSyn_6 (Thermo Fisher Scientific), contendo o promotor 21 

constitutivo do gene psbA1 de S. elongatus, foi utilizado neste estudo para gerar a cepa psbA1-22 

ZsGreen1. Mesmo esse promotor sendo ativamente induzido sob luz baixa (125 μmol. m-2. s-23 

1) (Mulo, 2012), não encontramos aumento na transcrição de zsgreen1 em resposta a 24 

intensidades de luz baixa ou média (50 e 250 μmol. m-2. s-1). Após 24 h no escuro, de maneira 25 

geral, a luz baixa parece não ter efeito significativo na quantidade de transcritos (p>0.05), 26 

independentemente do tempo de indução e da intensidade de luz. Da mesma forma, Li et al. 27 

(2018) também não encontraram resultados significativos no nível transcricional do gene 28 

repórter lacZ, que codifica uma β-galactosidase, após a indução do promotor Ppsba1 em luz 29 

intensa (500 μmol. m-2. s-1) para S. elongatus UTEX 2973. Embora esses autores não tenham 30 

avaliado a relação entre intensidade de luz e tempo de indução como no presente estudo, 31 

podemos verificar que o promotor PpsbA1 não parece responder da mesma forma que o gene 32 
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psbA1 no aparato fotossintético natural de S. elongatus, conforme observado na literatura 1 

(Mulo et al., 2009; Mulo et al., 2012, Muramatsu e Hihara, 2012). 2 

Outra hipótese testada neste estudo é que o uso do promotor PpsbA2, relacionado à 3 

isoforma D1:2 do complexo do fotossistema II, otimizaria a produção de PR sob intensidades 4 

de luz alta. O promotor utilizado na geração da cepa psbA2-zsGreen1 foi isolado de 5 

Synechocystis sp., no qual o gene psbA2 é transcrito tanto em intensidades de luz baixa quanto 6 

alta (Constant et al., 1997). Em geral, esse promotor pareceu ser mais eficaz na produção de 7 

PR nas cianobactérias estudadas aqui, em comparação com o promotor PpsbA1. Avaliar a 8 

intensidade de luz em relação ao tempo de exposição foi essencial para definir as melhores 9 

condições de indução usando este promotor, uma vez que os resultados indicam que um tempo 10 

de indução mais longo nem sempre resulta em uma maior quantidade de transcritos do gene 11 

zsgreen1. Sob intensidade de luz média e alta, o tempo de 6 horas mostrou-se mais eficaz para 12 

obter o maior nível de expressão. Esse aumento pode estar relacionado à capacidade de 13 

crescimento de S. elongatus PCC 7942 nessas faixas de luz mais intensas, conforme 14 

demonstrado por Ungerer et al. (2018), ao analisar a tolerância à luz e as taxas máximas de 15 

crescimento de duas espécies de cianobactérias, concluindo que S. elongatus PCC 7942 possui 16 

crescimento considerável na faixa de densidade de fótons entre 200 e 600 μmol. m-2. s-1. Outro 17 

fator importante que pode ter levado à ativação desse promotor está relacionado ao 18 

recrutamento do gene psbA2 e, consequentemente, do promotor PsbA2 usado para expressar a 19 

ZsGreen1, para uma aclimatação adequada após a mudança de um ambiente restrito à luz para 20 

a exposição a uma luz mais intensa (Mulo et al., 2012). De acordo com Constant et al. (1997), 21 

essa mudança brusca de exposição para a luz pode gerar um pico na transcrição de psbA2, e 22 

quando esse estresse luminoso é mantido por um longo período, observa-se a estabilidade do 23 

mRNA de psba2, reduzindo sua transcrição. Isso explica os valores mais altos de expressão de 24 

zsgreen1 no tempo de 6 h, seguido por uma diminuição nos tempos posteriores. 25 

Em relação aos resultados de fluorescência encontrados para as duas cepas estudadas, 26 

verifica-se uma certa semelhança com os resultados de expressão gênica. Os níveis de 27 

fluorescência da cepa com a construção psbA1-ZsGreen1 foram menores durante as 48 h de 28 

monitoramento, ao contrário do psbA2-ZsGreen1, que mostrou diferença significativa mais 29 

evidente às 48 h para as três intensidades de luz testadas, em comparação com o controle. 30 

Segundo Mulo et al. (2012), após tratamentos de condições de estresse responsivas à luz, a 31 

tradução da proteína não segue o mesmo comportamento de estabilização observado na 32 

transcrição, e isso se torna visível quando observamos o aumento da fluorescência às 48 h na 33 
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cepa psbA2-ZsGreen, em todas as três intensidades de luz, especialmente com luz intensa. A 1 

falta de diferença nos resultados com psbA1-ZsGreen1 em relação ao controle corresponde aos 2 

encontrados na expressão gênica. Li et al. (2018) também não observaram diferenças na 3 

atividade da β-galactosidase em S. elongatus UTEX 2973, usando o promotor PpsbA1, tanto 4 

em luz baixa (50 μmol. m-2. s-1) quanto em luz alta (500 μmol. m-2. s-1). 5 

Neste estudo, demonstramos a importância do momento e da intensidade da luz 6 

utilizada para induzir a produção de PRs, utilizando dois promotores relacionados ao 7 

fotossistema II, para a cianobactéria S. elongatus PCC 7942. Dados como os apresentados neste 8 

estudo são importantes ao trabalhar com promotores de genes que variam sua força sob variadas 9 

intensidades de luz, além de auxiliar no desenvolvimento de ferramentas para aprimorar a 10 

produção de metabólitos naturais e não naturais nesses microrganismos. Goodchild-Michelman 11 

et al. (2023), em sua revisão, discutiram a importância e as ferramentas de biologia sintética 12 

usadas para tornar as cianobactérias biofábricas mais eficientes, destacando a necessidade de 13 

mais estudos que busquem desbloquear o potencial completo desses microrganismos para sua 14 

aplicação na indústria. 15 

 16 

5. Conclusão 17 

No presente estudo, demonstramos as melhores condições para a produção de uma 18 

proteína de interesse usando promotores relacionados ao fotossistema II na cianobactéria S. 19 

elongatus PCC 7942. O promotor PpsbA2, quando induzido por 6 h em intensidade de luz mais 20 

alta (500 μmol. m−2
. s

−1), pode resultar em quantidades maiores da proteína de interesse, quando 21 

comparado com o promotor comercialmente utilizado PpsbA1. Essa combinação pode 22 

melhorar o desempenho da cianobactéria S. elongatus PCC 7942 como biofábrica de proteínas 23 

recombinantes. 24 

 25 
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Resumo 1 

O presente estudo aborda a utilização de campos magnéticos (CMs) para a maximização da 2 

produção de proteínas recombinantes (PRs) na cianobactéria Synechococcus elongatus PCC 3 

7942. Para tanto, uma cepa de S. elongatus geneticamente modificada foi utilizada como 4 

modelo experimental. Tal cepa foi transformada com uma construção genética constituída pelo 5 

promotor PpsbA2 (associado à proteína D1:2 do fotossistema II) direcionando a expressão do 6 

gene que codifica a proteína verde fluorescente ZsGreen1. Culturas da cianobactéria 7 

transformada foram submetidas a um CM de 30 (mT) e avaliadas quanto aos níveis de 8 

transcrição do gene zsgreen1 e, também, quanto aos níveis de fluorescência da proteína 9 

recombinante. Na comparação com as cianobactérias cultivadas na ausência do CM, observou-10 

se aumento significativo nos níveis de transcrição em 45% e da fluorescência em até 28%, 11 

indicando um efeito importante na capacidade da biofábrica produzir PR. A utilização de 12 

cianobactérias associadas à aplicação de CM como uma abordagem não tóxica, econômica e 13 

ambientalmente sustentável pode representar um avanço significativo na produção de PRs, cuja 14 

fonte principal de carbono é o CO2 atmosférico.   15 

 16 

Palavras-chave: campos magnéticos, promotor livre de indutor químico, manipulação 17 

genética, aplicações biotecnológicas. 18 
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1. Introdução 1 

A introdução de microrganismos fotoautotróficos em aplicações industriais é uma 2 

realidade em um momento em que as indústrias buscam cada vez mais tornar esses processos 3 

mais sustentáveis ambientalmente (Brasil et al., 2017; Torres-Tiji et al., 2020). As 4 

cianobactérias são atualmente a matéria-prima em muitos processos biotecnológicos visando a 5 

produção de biomoléculas e compostos de interesse comercial, contribuindo de maneira 6 

sustentável também para o consumo de CO2 quanto para o aumento da biomassa (Li et al., 7 

2022, Nascimento et al., 2023). A produção fotoautotrófica de proteínas recombinantes (PRs) 8 

tem mostrado excelentes resultados (Azevedo et al., 2019; Dehghani et al., 2020; Barolo et al., 9 

2020). No entanto, o aumento no rendimento de produção é um desejo na indústria como um 10 

todo, visto que é essencial para que essas biofábricas celulares alcancem bons rendimentos em 11 

menos tempo (Dabros et al., 2010). 12 

Assim, surge a necessidade do desenvolvimento de novas estratégias e metodologias 13 

que busquem a otimização desses processos biotecnológicos, como as ferramentas 14 

desenvolvidas pela engenharia genética e biologia sintética (Brasil et al., 2017; Sproles et al., 15 

2021). Banerjee e Ward (2022) relataram que atualmente muitas dessas estratégias estão 16 

focadas em abordagens genéticas, como o uso de vetores de expressão robustos e integração 17 

no genoma da biofábrica, mas é necessário explorar novas condições de cultivo que contribuam 18 

ainda mais para essas estratégias de engenharia genética. A aplicação de campos magnéticos 19 

(CMs) se apresenta como uma ferramenta emergente com o potencial de influenciar 20 

positivamente diversos processos biológicos (Sincak et al., 2023). Além de influenciar 21 

organismos vivos, os CMs também podem ter algum efeito nas características físico-químicas 22 

da água e do meio de cultura. Sua aplicação contribui para a manutenção homeostática em 23 

sistemas de cultivo, ou no tratamento de águas residuais, reduzindo a turbidez e eliminando 24 

impurezas (Wang et al., 2018; Poshtarenko, 2021). 25 

Apesar dos mecanismos de ação dos CM sobre os microrganismos não serem bem 26 

compreendidos, essa ferramenta oferece várias vantagens, como a ausência de toxicidade, 27 

baixo custo de implementação e a não formação de poluentes secundários (Zhang et al., 2017). 28 

A literatura relata os efeitos positivos do uso de CM nos níveis transcricionais e, 29 

consequentemente, o desencadeamento de diferentes respostas metabólicas, aumentando a 30 

produção de compostos de interesse, como carboidratos, lipídios, proteínas, pigmentos etc., em 31 

diferentes espécies de microrganismos (Santos et al., 2022). Portanto, o objetivo deste trabalho 32 



92 
 

é incrementar a produção de PRs na cianobactéria Synechococcus elongatus PCC 7942, com a 1 

aplicação de campos magnéticos. 2 

 3 

2. Material e Métodos 4 

 5 

2.1 Cepas e condições de cultivo 6 

Durante o processo de manipulação genética, foram utilizadas células de Escherichia 7 

coli One Shot TOP10 Electrocomp (Invitrogen) em meio Luria-Bertani (LB) (Sambrook et al., 8 

1989) à 37 °C, com agitação de 220 rpm; e Synechococcus elongatus PCC 7942 (Thermo Fisher 9 

Scientific) em Meio BG-11 (Rippka et al., 1979) à 34 °C, sob luz fluorescente branca fria a 50 10 

µmol m-2. s-1. As culturas transgênicas de E. coli e S. elongatus PCC 7942 foram suplementadas 11 

com 100 e 10 µg mL-1 de espectinomicina, respectivamente. O crescimento das cianobactérias 12 

foi monitorado pela medida de absorbância (750 nm) em espectrofotômetro (BioMate 3, 13 

Thermo Fisher Scientific). 14 

 15 

2.2 Vetores e transformação de S. elongatus PCC 7942 16 

O vetor pSyn_1 (Thermo Fisher Scientific) foi utilizado para montar a construção 17 

genética psbA2-ZsGreen1. Neste vetor, um novo promotor, PpsbA2, foi inserido, isolado da 18 

proteína D1:2 do fotossistema II da cianobactéria Synechocystis sp., juntamente com o 19 

fragmento gênico que codifica a proteína verde fluorescente do coral Zoanthus sp. (ZsGreen1 20 

ou zoanGFP), utilizando as enzimas de restrição EcoRI e KpnI (Biolabs). 21 

A construção psbA2-ZsGreen1 foi transformada em um inóculo selvagem de S. 22 

elongatus PCC 7942 seguindo o protocolo do Gene Art Synechococcus Engineering kit 23 

(Thermo Fisher Scientific) e plaqueado em ágar BG-11 a 1,5%, suplementado com 10 µg. mL-24 

1 de espectinomicina. 25 

 26 

2.3 Configuração experimental 27 

Um estudo prévio do nosso grupo de pesquisa, sobre indução com diferentes 28 

intensidades de luz para o promotor PpsbA2 demonstrou que, sob luz intensa (500 µmol m-2. 29 
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s-1), há aumento na produção da PR ZsGreen1 (dados não publicados). Como forma de induzir 1 

ainda mais a produção dessa PR com esse promotor, culturas da cepa psbA2-ZsGreen1 foram 2 

expostas a campos magnéticos de 30 mT (CM30) sob intensidade de luz intensa (500 µmol m-3 

2. s-1), e a expressão do gene zsgreen1 e os níveis de fluorescência dessa proteína foram 4 

analisados. 5 

O experimento teve início quando as culturas atingiram densidade de OD750 médio de 6 

0,512 (±0,005) passando por uma fase preliminar de restrição de luz de 24 h para estabilização 7 

do gene promotor pertencente à família psbA (Mulo et al. 2012). Após esta fase, o promotor 8 

foi induzido intensidade de luz intensa de 500 µmol m-2. s-1 por 6 h, em dois tratamentos em 9 

triplicata, com e sem exposição a CM30. Esta exposição foi realizada com o uso de ímãs de 10 

ferrite com intensidade de 30 mT (150 × 50 × 10 mm) na base dos reatores, uma vez que os 11 

efeitos positivos dessa intensidade no fotossistema II já foram comprovados (Deamici et al. 12 

2019). A intensidade de CM30 foi medida com medidor de CM (Global Mag, TLMP-HALL 13 

05 K), e para o tratamento sem CM30, apenas o CM terrestre (0,005 mT) foi considerado. 14 

 15 

2.4 Expressão gênica e níveis de fluorescência 16 

Amostras de 30 mL de cada réplica foram coletadas para análise da expressão gênica 17 

após o período de indução de 6 h. O RNA total foi extraído seguindo o protocolo Trizol 18 

(Invitrogen), tratado com DNase I (Invitrogen) e 1 µg foi utilizado para a síntese de cDNA 19 

usando o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems). A expressão 20 

foi medida por PCR quantitativo em tempo real (qPCR), utilizando o kit PowerUP SYBR 21 

Green Master Mix (Applied Biosystems). A normalização da análise foi realizada com dois 22 

genes endógenos: rpod, que codifica a subunidade Delta da RNA polimerase e rnpb, que 23 

codifica a subunidade R da ribonuclease P. Os dados foram analisados pelo método 2-ΔΔCT 24 

(Livak e Schmittgen, 2001) e os primers utilizados estão descritos na Tabela 1. Para avaliar os 25 

níveis de fluorescência, o monitoramento foi realizado antes da indução (tempo 0h) e após a 26 

indução em 24 e 48h, o tempo estimado para a maturação da proteína fluorescente. Placas 27 

pretas foram utilizadas para as leituras, empregando um leitor de microplacas híbrido (Biotek 28 

Synergy® H1) com comprimento de onda de excitação de 493 nm e emissão de 505 nm. Os 29 

dados obtidos foram normalizados para os valores de densidade de OD750 nm de cada réplica. 30 

Os resultados de ambas as análises foram testados usando o teste t de Student não pareado, com 31 
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um valor de significância considerado em p<0,05 utilizando o software GraphPad Prism 9.0 1 

(GraphPad Software). 2 

Tabela 1. Iniciadores utilizados nas reações de PCR, qPCR e identificação de integração genômica. 3 

Primers Sequência (5′–3′) PCR amplicon (pb) 

PNI - For ctcggtctgatvttagcggggga  

1215 
RRNB - Rev gcgctacggcgtttcacttctga 

s7942 - For tgctgcgtaacatcgttggct  

1400 
s7942 - Rev atgtgatcggaaccctgaccgt 

ZsGreen1 - For gaccaaggagatgaccatgaagta  

69 
ZsGreen1 - Rev ccggtgatcacgaacttgtg 

RPOD - For gagcaagcaagtcagcgatttg  

272 
RPOD - Rev tgagcccgcaaccacgatc 

RNPB - For gtgaggagagtgccacagaa  

224 
RNPB - Rev taagccgggttctgttctct 

 4 

 5 

3. Resultados e Discussão 6 

Os resultados do presente estudo indicam que o CM30 foi eficaz na otimização da 7 

produção da proteína ZsGreen1 usando o promotor PpsbA2. Houve aumento significativo de 8 

45% (p=0.0013) na quantidade de transcritos após 6 h de indução em comparação com o grupo 9 

sem CM30 (Figura 1a). Esse aumento também é observado nos dados de fluorescência, a 10 

exposição ao CM30 resultou em aumento significativo de 25% em 24 h (p=0.0250) e 28% em 11 

48 h (p=0.0176) (Figura 1b). 12 
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 1 

Figura. 1 A: Expressão do gene zsgreen1 na cepa psbA2-ZsGreen1 após 6 horas de indução com intensidade de 2 

luz de 500 µmol m -2 s -1, normalizada pelos genes endógenos rpod e rnpb, que codificam a subunidade Delta da 3 

RNA polimerase e a subunidade R da ribonuclease P, respectivamente; B: Cinética de maturação ao longo de 48 4 

horas após indução com intensidade de luz de 500 µmol m -2 s -1 da proteína verde fluorescente ZsGreen1. Foram 5 

utilizadas duas condições de exposição em ambas as análises: Sem campo magnético e com campo magnético de 6 

30 mT. O grupo psbA2-ZsGreen1 possui o promotor PpsbA2, relacionado à proteína D1:2 do fotossistema II de 7 
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Synechocystis sp. Diferenças estatisticamente significativas são indicadas por asteriscos e os resultados são 1 

apresentados como média ±erro padrão (p<0,05*; p<0,01**; teste t de Student). 2 

 3 

Nascimento et al. (2023) avaliaram o efeito do CM de 30 mT aplicado 24 h por dia, no 4 

metabolismo de S. elongatus PCC 7942, e encontraram resultados satisfatórios em relação aos 5 

níveis de proteína total e dos pigmentos C-ficocianina e aloficocianina, demonstrando que os 6 

CMs podem ter efeitos positivos nessa cepa. No entanto, de maneira geral, a aplicação de CM 7 

para otimizar processos biotecnológicos ainda é recente, e seu uso na produção de PRs em 8 

microalgas e cianobactérias é algo novo. Os mecanismos que buscam compreender os efeitos 9 

do CM em microrganismos estão relacionados às propriedades magnéticas de átomos e 10 

moléculas presentes nos sistemas biológicos, no entanto, são necessários mais estudos para 11 

entender melhor como esses mecanismos funcionam (Font et al., 2023), especialmente quando 12 

se trata de alterações no nível molecular. 13 

Goodman e Shirley-Henderson (1991) afirmaram que qualquer mudança metabólica 14 

e/ou genética observada em células expostas a um CM reflete-se em padrões de transcrição, e 15 

essas mudanças podem ser melhor compreendidas com modelos experimentais que abordam o 16 

uso de agentes indutores em genes afetados pela presença de um CM. Deamici et al. (2019) 17 

mostraram em seu estudo que a aplicação de um CM de 30 mT influencia positivamente as 18 

proteínas que fazem parte dos centros de reação do fotossistema II em cianobactérias. Nosso 19 

estudo alcançou resultados satisfatórios na quantidade de transcritos e nos níveis de 20 

fluorescência da proteína ZsGreen1 ao utilizar o promotor do gene psbA2 pertencente ao 21 

complexo do fotossistema II. Esses resultados destacam os efeitos positivos do CM no aparato 22 

fotossintético de cianobactérias, mostrando que, por meio do uso de promotores de genes desse 23 

complexo, é possível aumentar a transcrição e tradução de genes recombinantes de interesse. 24 

Outra hipótese para tentar explicar o efeito positivo do CM na expressão gênica pode 25 

estar relacionada aos metais envolvidos nos processos celulares. A aplicação do CM influencia 26 

o conteúdo mineral de cianobactérias, como observado por Li et al. (2007), ao relatar aumento 27 

significativo nos elementos traço níquel (Ni), estrôncio (Sr), cobre (Cu), magnésio (Mg), ferro 28 

(Fe), manganês (Mn), cálcio (Ca), cobalto (Co) e vanádio (V) em Spirulina platensis exposta 29 

a campo eletromagnético de 550 mT. Muitos desses elementos estão envolvidos em vários 30 

processos celulares, como na atividade de enzimas associadas à expressão gênica. É possível 31 

que o aumento na disponibilidade desses elementos dentro das células, como os níveis de ferro 32 

e cobre, possa influenciar os processos de transcrição e tradução de proteínas, pois eles atuam 33 

como cofatores nesses processos (Blanchard e Cousins, 1997). 34 
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 1 

4. Conclusão 2 

 Este estudo contribui para a pesquisa em busca de ferramentas que possam otimizar o 3 

uso de cianobactérias em processos biotecnológicos. A utilização de um campo magnético de 4 

30 mT (CM30) foi demonstrada como uma ferramenta de incremento na PRs em S. elongatus 5 

PCC 7942 é eficiente com o uso do promotor PpsbA2. 6 

 7 
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 3 

7. DISCUSSÃO GERAL 4 

Por muitos anos, os processos biotecnológicos que utilizam microrganismos vivos se 5 

basearam principalmente em espécies de bactérias como E. coli, e de leveduras como S. 6 

cerevisiae, e assim as pesquisas também. No entanto, nos últimos anos, bastante atenção tem 7 

sido voltada aos microrganismos fotossintéticos, que através dos avanços de pesquisas 8 

genéticas, mostraram as vantagens e o potencial de implementação desses microrganismos 9 

como plataformas de biotecnologia industrial (Al-Haj et al., 2016). Estudos nas áreas da 10 

engenharia genética e biologia sintética, possibilitaram o conhecimento de genomas completos 11 

de microalgas e cianobactérias, identificando espécies, por exemplo, naturalmente competentes 12 

para integrar e expressar de forma eficiente genes externos para a produção de biomoléculas 13 

que poderiam vir a ter interesse no mercado global de proteínas (Sun et al., 2018, Mordor 14 

Inteligência, 2021). 15 

 Esses estudos auxiliam no conhecimento da biologia de espécies modelos e não-16 

modelos para aplicação biotecnológica mais eficiente (Mukherjee et al., 2020). Porém, em um 17 

panorama geral, o uso de cianobactérias como biofábricas fotossintéticas ainda enfrenta alguns 18 

desafios para atingir escala comercial, assim como os demais microrganismos já presentes em 19 

processos industriais (Cui et al., 2023). Neste trabalho buscamos contribuir com informações 20 

sobre diferentes ferramentas da engenharia genética e biotecnológica que podem ser 21 

empregadas para ampliar a eficiência e o rendimento de produção de PRs na espécie S. 22 

elongatus PCC 7942. Essa espécie tem sido considerada como um dos modelos 23 

cianobacterianos mais promissores para a biofabricação fotossintética. 24 

 O primeiro trabalho desta tese (capítulo 1) é baseado na engenharia de promotores para 25 

expressão de PRs em S. elongatus, sem a utilização de agentes indutores com potencial tóxicos 26 

às células. Nesse capítulo, o objetivo foi comparar dois promotores, um induzido por indutor 27 

químico (PnrsB) e outro livre de indutor (PpsbA2), e, saber como esses promotores 28 

responderiam à aplicação do campo magnético de 30 mT como ferramenta de otimização na 29 

expressão do gene repórter zsgreen1. Assim, foi mostrado que a utilização do promotor PpsbA2 30 

pode ser mais eficiente quando comparado a um promotor induzível, PnrsB, em condições 31 

normais de cultivo e que essa expressão pode ser otimizada na presença do CM30.  32 
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Os resultados do primeiro capítulo sugerem, então, que promotores livres de indutores 1 

são potencialmente mais efetivos e, consequentemente, mais fáceis de trabalhar uma vez que 2 

não exigem um agente indutor e custos adicionais para a sua ativação. Para Khani e Bagheri 3 

(2020), para o desenvolvimento de biofábricas para a produção de PR em escala industrial é 4 

necessário estudar opções de promotores alternativos, livres de indutores, ou substâncias 5 

indutoras que não sejam potencialmente tóxicos. Dois pontos importantes são levantados nessa 6 

questão: a toxicidade por aumento na escala de produção e o custo-benefício. Um dos químicos 7 

mais utilizados na produção de PRs com promotores induzíveis é o isopropil-β-D-1-8 

tiogalactopiranosídeo (IPTG), porém já foi relatada a toxicidade do seu uso causando estresse 9 

fisiológico às células e consequentemente danos aos hospedeiros. Além disso, o seu uso 10 

também se mostra inviável financeiramente para ser aplicado em maior escala de produção 11 

(Dvorak et al., 2015).  12 

Promotores nativos e livres de indutores se mostram como importantes ferramentas 13 

nesse sentido, uma vez que não oferecem riscos aos sistemas de produção e possuem potencial 14 

de aumento na escala industrial (Ramarajan et al., 2019). Segundo Berla et al. (2013), um dos 15 

principais objetivos dos estudos genéticos com cianobactérias é aproveitar a capacidade dessas 16 

bactérias de realizar fotossíntese, para gerar produtos de valor. Partindo desse princípio, a 17 

utilização de promotores de genes que fazem parte dos complexos fotossintéticos se torna uma 18 

opção interessante a ser explorada para a expressão heteróloga de PRs. 19 

Como alternativa, demonstramos que o promotor PpsbA2, relacionado ao fotossistema 20 

II de Synechocystis sp. PCC 6803, foi efetivo na produção da proteína fluorescente ZsGreen1. 21 

Esse promotor faz parte de uma família de genes que respondem de diferentes formas variando 22 

a intensidade de luz do sistema. Dessa forma, o segundo trabalho da tese (capítulo 2), buscou 23 

estabelecer as melhores condições de indução de expressão da produção da ZsGreen1, 24 

avaliando a performance de dois promotores do fotossistema II de cianobactérias, PpsbA1 e 25 

PpsbA2. O promotores são responsáveis por modular a transcrição gênica, respondendo a 26 

estímulos internos ou externos (Wichmann et al., 2023) e, para utilizar promotores do 27 

fotossistema na biofabricação fotoautotrófica de PRs, se torna essencial conhecer como as 28 

diferentes intensidades de luz e o tempo de indução podem influenciar nesse processo. 29 

De acordo com os resultados do capítulo 2, mostrou-se que para S. elongatus há maior 30 

produção de transcritos do gene de interesse com o promotor PpsbA2 em 6 h de indução sob 31 

intensidade luminosa de 500 µmol.m-2. s-1. Li et al. (2018) encorajaram a utilização de 32 
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promotores relacionados a proteínas do aparato fotossintético, ao obter resultados promissores 1 

na produção de β-galactosidase recombinante em S. elongatus PCC 2973, avaliando a força de 2 

diferentes promotores que controlam genes envolvidos com o fotossistema. Assim como nesta 3 

tese, estes autores destacam que esses promotores precisam ser mais explorados, destacando a 4 

eficiência desses promotores sobre aqueles que necessitam de algum agente químico. 5 

Um dos objetivos da tese, também, foi avaliar a capacidade da aplicação de campos 6 

magnéticos como ferramenta para aumentar a produção de PRs, o que foi verificado nos 7 

capítulos 1 e 3. Enquanto no primeiro capítulo foi testado se a aplicação de um campo 8 

magnético teria influência positiva sobre o promotor PpsbA2, no terceiro capítulo a aplicação 9 

de campo magnético foi usada na otimização da produtividade da ZsGreen1, após definidas as 10 

melhores condições de indução do promotor PpsbA2 (capítulo 2), foi utilizada novamente a 11 

aplicação do CM30. Com isso foi possível observar que com os devidos ajustes nas condições 12 

de indução, essa ferramenta contribuiu para o aumento da produção da ZsGreen1. Segundo 13 

Velizarov (1999), para a inclusão do uso de campos magnéticos em processos de grande escala, 14 

é necessário ter conhecimento sobre as demandas de projeto do sistema, a fim de evitar fatores 15 

limitantes como razões econômicas e fatores externos. Os resultados encontrados nesta tese 16 

podem contribuir na expansão da produção fotossintética utilizando CMs, uma vez que ficou 17 

evidente que não é necessário um longo período para obter o maior rendimento da PR de 18 

interesse. A figura 1 mostra a evolução no aumento da expressão gênica do gene zsgreen1, 19 

após as diferentes etapas de otimização. 20 
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Figura 1. Aumento da transcrição e tradução da proteína recombinante ZsGreen1 com o promotor PpsbA2 ao 1 

longo dos três capítulos, aplicando indutores alternativos. Capítulo 1: PpsbA2 + campo magnético (30 mT); 2 

capítulo 2: PpsbA2 + indução com luz alta (500 µmol.m-2. s-1); capítulo 3: PpsbA2 + campo magnético (30 mT) 3 

+ indução com luz alta (500 µmol.m-2. s-1). 4 

 O uso de CM ainda é recente como ferramenta nos processos biotecnológicos, porém, 5 

tem se destacado à medida que apresenta bons resultados e vantagens do seu uso (Hunt et al., 6 

2009; Santos et al., 2022; Font et al., 2023). Aqui propomos sua utilização como metodologia 7 

alternativa, principalmente, por ser uma ferramenta de baixo custo e sem riscos aos sistemas 8 

de cultivo de microrganismos procariontes e eucariontes (Sincak et al., 2023). Atualmente, 9 

ainda são poucos os estudos com uso dessa ferramenta na produção de PRs, principalmente 10 

avaliando o efeito sobre os processos de transcrição e tradução. Como já relatado aqui, muitas 11 

metodologias são direcionadas principalmente às bactérias e leveduras. Até o momento ainda 12 

não foram encontrados trabalhos utilizando essa ferramenta com o objetivo de aumentar o 13 

rendimento de PRs em microalgas e cianobactérias, podendo esta tese representar os primeiros 14 

relatos. 15 
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8. CONCLUSÕES GERAIS 1 

● O promotor nativo PpsbA2 relacionado à proteína D1:2 do fotossistema II de 2 

Synechocystis sp. demonstrou bom desempenho sob condições naturais de cultivo, para 3 

a produção de proteínas recombinantes (PRs) em S. elongatus PCC 7942.  4 

● A eficiência na produção de uma PR de interesse, usando promotores relacionados ao 5 

fotossistema II nas cianobactérias, depende das intensidades de luz e tempo de indução. 6 

Quando estimulado por um período de 6 horas sob uma intensidade de luz mais elevada 7 

(500 μmol. m-2. s-1), o promotor PpsbA2 demonstra a capacidade de gerar quantidades 8 

superiores da proteína de interesse em comparação com o promotor comercialmente 9 

utilizado PpsbA1. 10 

● O uso de campo magnético de 30 mT pode ser usado como ferramenta para otimizar o 11 

funcionamento do promotor PpsbA2 para a produção de PRs, em S. elongatus PCC 12 

7942. 13 
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9. ESTUDOS FUTUROS 1 

 Os resultados desta tese contribuem para o avanço do conhecimento sobre ferramentas 2 

e metodologias que podem ser usadas para otimizar a produção de proteínas recombinantes 3 

(PRs) em microrganismos fotoautotróficos. Dessa forma, propõem-se como continuação deste 4 

estudo: 5 

● implementar as condições de indução do promotor PpsbA2 estabelecidas neste estudo, 6 

para a produção de outras PRs de interesse comercial e de interesse na aquicultura; 7 

● explorar intensidades de luz mais intensas do que 500 μmol. m-2. s-1, no intuito de obter 8 

maiores rendimentos na produção de PR com o promotor PpsbA2, e elucidar o limite 9 

de produção e fotoinibição das células; 10 

● explorar outras opções de promotores de genes relacionados ao aparato fotossintético 11 

de microalgas e cianobactérias para a produção de PRs, e testar sua eficiência em 12 

relação ao campo magnético; 13 

● testar mais intensidades de campo magnético para a produção de PR com o promotor 14 

PpsbA2. 15 
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