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RESUMO GERAL

Cianobactérias emergem como alternativas importantes na exploracdo de matérias-primas
acessiveis na aquicultura sustentavel, contribuindo para a captura de dioxido de carbono
atmosférico e utilizando-o como fonte de carbono inorganico para aumentar a biomassa. As
cianobacteérias, particularmente, sdo destacadas por sua habilidade natural de integrar DNA
ex0geno em seu genoma, tornando-se biofabricas interessantes para a producao de proteinas
recombinantes (PRs). No entanto, o baixo rendimento dessas biofabricas ainda é um dos
obstaculos para o seu desenvolvimento nos processos biotecnolédgicos. Dessa forma, a presente
tese teve como objetivo principal aprimorar a eficiéncia da cianobactéria Synechococcus
elongatus PCC 7942 para produzir PRs utilizando diferentes estratégias de incremento de
producdo. No primeiro estudo, foi avaliado o desempenho do promotor comercial induzivel
por niquel (PnrsB) com o promotor livre de indutor PpsbA2 na expressdo da proteina reporter
ZsGreenl, sob influéncia do campo magnético de 30 mT (CM30). Como resultado foi
demonstrado que a producéo de PRs em S. elongatus PCC 7942 pode ser melhorada com o uso
do promotor nativo PpsbA2 associada a aplicacdo de CM30. No segundo estudo foram testadas
diferentes intensidades de luz e tempo de exposi¢do em culturas com dois promotores nativos
relacionados ao fotossistema Il de cianobactéria (PpsbAl e PpsbA2). Foi observado também,
gue, um menor tempo de exposicao pode levar a maior producdo de PR com esses promotores.
De forma geral, o promotor PpsbA2 demonstrou ser mais eficiente em relagéo ao PpsbA1l. Esse
promotor, quando induzido por 6 h e intensidade de luz mais alta (500 umol. m™. s%), resultou
na producédo de quantidades maiores da proteina de interesse. O terceiro estudo abordou uma
estratégia inovadora para aprimorar processos biotecnologicos usando microrganismos
fotoautotroficos, utilizando os CM para incrementar a producdo de PRs. Nesse estudo, as
melhores condic¢Bes definidas no segundo estudo foram usadas na producdo de PRs com
promotor PpsbA2, observando-se aumento significativo nos niveis de transcricdo em 45% e
fluorescéncia em 25-28% sob a aplicagdo do CM de 30 mT nas culturas. A utilizacdo de
cianobactérias associada a aplicacdo de CM como uma abordagem néo toxica, econdmica e
ambientalmente sustentavel parece ser uma ferramenta promissora para melhorar o rendimento
de producdo de PRs com promotores nativos. Esta tese abre caminho para uma exploragéo mais
aprofundada dos mecanismos moleculares afetados pelos CM, potencializando a producéo de

biomoléculas por meio de cianobactérias, com potencial aplicacdo comercial e na aquicultura.
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ABSTRACT

Cyanobacteria emerge as significant alternatives in exploring readily available raw materials
in sustainable aquaculture, contributing to the sequestration of atmospheric carbon dioxide and
utilizing it as an inorganic carbon source to boost biomass. Cyanobacteria, in particular, stand
out for their natural ability to integrate exogenous DNA into their genome, making them
intriguing biofactories for recombinant proteins (RPs) production. However, the low yield of
these biofactories remains a major obstacle to their development in biotechnological processes.
Thus, this thesis aimed to enhance the efficiency of the cyanobacterium Synechococcus
elongatus PCC 7942 in producing RPs using different production enhancement strategies. In
the first study, the performance of the commercially inducible nickel promoter (PnrsB) was
evaluated against the inducer-free promoter PpsbA2 in expressing the reporter protein
ZsGreenl, under the influence of a 30 mT magnetic field (MF30). The results demonstrated
that RP production in S. elongatus PCC 7942 can be enhanced using the native promoter
PpsbA2 associated with MF30 application. The second study tested different light intensities
and exposure times in cultures with two native promoters related to the photosystem Il of
cyanobacteria (PpsbAl and PpsbAz2). As a result, it was observed that a shorter exposure time
could lead to higher RP production with these promoters. Overall, the PpsbA2 promoter proved
to be more efficient than PpsbAl. This promoter, when induced for 6 hours at a higher light
intensity (500 pmol. m. s%), resulted in higher production of the target protein. The third study
addressed an innovative strategy to improve biotechnological processes using photoautotrophic
microorganisms, utilizing MFs to increase RP production. In this study, the best conditions
defined in the second study were used in RP production with the PpsbA2 promoter, resulting
in a significant increase in transcription levels by 45% and fluorescence by 25-28% under the
application of a 30 mT MF in cultures. The use of cyanobacteria combined with MF application
as a non-toxic, cost-effective, and environmentally sustainable approach appears to be a
promising tool to enhance RP production with native promoters. This thesis paves the way for
a deeper exploration of the molecular mechanisms affected by MFs, enhancing biomolecule

production through cyanobacteria, with potential commercial and aquaculture applications.

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

light intensity.
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1. INTRODUCAO GERAL
1.1 Aquicultura fotossintética

Os organismos fotossintéticos vém cada vez mais demonstrando seu potencial dentro
da aquicultura. E notavel a grande quantidade de informacBes acerca das vantagens da
producdo e utilizacdo de macroalgas, microalgas e cianobactérias dentro e fora do mercado
aquicola, seja pelo seu potencial nutricional e nutracéutico como ingrediente na formulacéo de
racbes (Mokolensang et al., 2023; Oviedo-Olvera et al., 2023; Tham et al., 2023) ou na
composicao da alimentacdo humana (Leandro et al., 2020; Grahl et al., 2020), seja como fonte
de compostos bioativos importantes, como para a industria cosmética, cosmecéutica e
biomédica (Tseng et al., 2021; Castro et al., 2023), na biorremediacédo de efluentes (Oliveira et

al., 2023) ou na producdo de biocombustiveis emergentes (Marangon et al., 2023).

Com o crescimento acelerado da populagdo humana e a crescente preocupacdo com as
mudancas climaticas, pontos como o fornecimento alternativo de alimento e a geracdo de
biocombustiveis emergentes passaram a fazer parte das discussdes a respeito da producao
desses microrganismos, uma vez que eles apresentam caracteristicas vantajosas buscar a
minimizacdo dessas problematicas (Koyande et al., 2019; Chew et al., 2021). Microalgas e
cianobactérias sdo atualmente duas das principais alternativas na exploracdo de matérias-
primas inéditas e baixo custo na aquicultura sustentavel, sendo fortemente indicada a sua
producdo em grande escala aos poderes politicos, como recurso alternativo energético e de
alimento funcional (Phukan et al., 2020). O conceito de economia circular se baseia na
reutilizacdo dos residuos de um sistema para ser utilizado como recurso de um sistema futuro
(Pomoni et al., 2024) e refor¢a a ideia de producdo desses microrganismos, pois se alinha a
reducdo das emissdes de residuos e gases poluentes, a medida que contribui nas demandas da

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

Investir na industria fotossintética estd diretamente alinhada com os Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS) firmados na Agenda 2030 na Cupula das Nagdes Unidas
sobre o Desenvolvimento Sustentavel, mais precisamente a ODS de ndmero 13 que estipula
metas de Acdo contra a Mudanca Global do Clima (ONU, 2016). No Brasil, j& existem politicas
voltadas ao setor agropecudrio, que tém como objetivo a adaptacdo dessas atividades as
mudancas climaticas (Brasil, 2016). No entanto, ainda é insuficiente a atencdo que é dada de

11
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fato para a adaptacao dos sistemas de producéo para lidar com as mudancas no clima causadas
por essas atividades (EMBRAPA, 2018).

Alimentacao
Aquicultura ﬂ humanae

fotossintética animal

z Bioprodutos
Biocombustiveis
emergentes

13 Woucrcuonn

Objetivos de DO CLIMA

Desenvolvimento

Producao de Sustentavel
biomassa

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

Sustentavel (ODS), a partir do reaproveitamento de residuos como diéxido de carbono (CO) e da indUstria, para
aproducdo de microalgas e cianobactérias na aquicultura e consequentemente na producdo coprodutos de interesse

para a sociedade.

Um dos principais papéis das microalgas e cianobactérias dentro da aquicultura é
promover, além de todos os beneficios que sua producdo traz uma agricultura mais sustentavel,
reduzindo os impactos ambientais negativos associados ao setor. O cultivo desses
microrganismos proporciona a captura do dioxido de carbono (CO.) disponivel na atmosfera e
0 aproveita como fonte de carbono para o aumento de biomassa, por meio da fotossintese ou
outras vias metabdlicas (Kassim e Meng, 2017), podendo ser mais eficiente na fixacdo desse
gas quando comparado ao cultivo de plantas superiores (Zhou et al., 2017). Outra caracteristica
interessante é a sua capacidade de biossor¢do que colabora para o seu desenvolvimento,
aproveitando o excesso de nitrogénio e fosforo inorganicos presentes em aguas residuais,
possibilitando o emprego desses microrganismos como ferramenta de tratamento de aguas
residuais domeésticas, industriais e agricolas (Ali et al., 2022), além de sua capacidade de
biodessalinizacdo podendo auxiliar também nos processos de dessalinizagdo em regides com

escassez de agua doce (Esmaeli et al., 2023).
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Dessa forma, a producdo desses organismos fotossintéticos tem representado grande
importancia comercial, principalmente em um momento em que a sociedade passa por
mudancas quanto aos hébitos de vida (Ariede et al., 2020). Essas mudancas levaram os
consumidores a priorizarem produtos produzidos de maneira sustentavel e aliados as causas
ecologicas, ao invés de produtos a base de ingredientes sintéticos. Esse movimento tem
resultado em um aumento nas pesquisas que buscam a descoberta de novas moléculas bioativas
e biodegradaveis, principalmente aplicaveis na inddstria alimentar e cosmeética (Zanella e
Vianello, 2020; Vega et al., 2020).

O ultimo relatorio da FAO (2022) também traz a discussao a necessidade de se produzir
de maneira mais sustentavel, inclusiva e equitativa. A chamada “Transformagao Azul” que ¢
abordada no relatorio, faz referéncia as acdes que podem ser construidas de forma coletiva,
para produzir, gerir, comercializar e consumir alimentos aquaticos de forma ambientalmente

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

1.2 Proteinas recombinantes (PRs) na aquicultura

A demanda de fornecimento de proteina de boa qualidade levou ao desenvolvimento
da aquicultura em muitos paises, fazendo-se necessario o desenvolvimento de novas
tecnologias e ferramentas, além do aperfeicoamento das ja existentes, para auxiliar nesse
processo de crescimento (FAO, 2022). Pesquisas nas areas da engenharia genética e
biotecnologia podem contribuir no fortalecimento dos sistemas de producdo, com solugdes
tecnoldgicas em diversas areas (Mihr e Dalmo, 2005; Mokrani e Liu, 2024; Marin-Nahuelpi et
al., 2024).

Uma dessas novas ferramentas tem sido a tecnologia do DNA recombinante.
Desenvolvida em 1973 por Stanley Cohen e Herbert Boyer. Essa técnica baseia-se na utilizacao
de enzimas de restri¢do para clivar fragmentos especificos do DNA e na insercao subsequente
de genes que codificam proteinas de interesse no sitio de restri¢cao utilizado. Como resultado,
é possivel obter uma molécula recombinante e propaga-la em hospedeiros, ou biofabricas, que
atuardo como fabricas bioldgicas para produzir uma proteina de interesse (Glick et al., 2010).
Essa técnica tem se mostrando uma importante ferramenta molecular para a aquicultura,

auxiliando no desenvolvimento e producdo de PRs que podem ser utilizadas para atenuar
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problematicas em quatro principais areas: 1) crescimento; 2) reproducdo; 3) sanidade e 4)

nutricdo (Mohammadzadeh et al., 2022).

1.2.1 Proteinas recombinantes para o crescimento

Boas taxas de crescimento e ganho de peso sdo parametros econdmicos mais
importantes na produgdo aquicola e, com isso, muitas técnicas sdo implementadas para essa
finalidade. O uso de Proteinas recombinantes (PRs) para o crescimento se sobressai em relacdo
a técnicas como a selecdo de espécimes para o melhoramento genético, por exemplo,
principalmente em relacdo ao tempo gasto entre as geracdes para chegar a um bom resultado,
podendo levar de quatro a dez geragdes (Lallias et al., 2017; Sun et al., 2022).

Entre varios relatos na literatura dos efeitos positivos da administracdo de PRs para o
crescimento (Mohammadzadeh et al., 2022). Sudo et al., (2022) produziram o horménio do
crescimentorecombinante (rGH) para a enguia-japonesa (Anguilla japonica), e verificaram que
a adicdo desse horménio resultou em efeitos satisfatdrios nos promotores de crescimento nas
larvas dos animais testados. Quando acrescido de peptideos C-terminais de gonadotrofina
coridnica humana (CTP), responsaveis em prolongar a meia-vida desse hormonio, o aumento
na promocao do crescimento foi ainda maior. Huang et al. (2020) expressaram o peptideo
piscina 4 (TP4) de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) na levedura Pichia pastoris, e
forneceram na dieta do robalo asiatico (Lates calcarifer). Esses autores obtiveram resultados
significativos quanto ao crescimento e ganho de peso, além melhorias nas funcdes

imunoldgicas.

1.2.2 Hormonios recombinantes para indugdo reprodutiva

O estabelecimento de uma espécie para a producdo na aquicultura depende em grande
parte da sua capacidade de reproducdo nos ambientes de confinamento. Muitas espécies
dependem de estimulos ambientais para a maturacdo completa das génadas, sendo prejudicadas
pela falta desses estimulos em sistemas fechados, fazendo-se necessario o uso de indutores
hormonais (Mylonas et al., 2010). O principal indutor hormonal exdégeno natural utilizado
ainda tem sido o extrato bruto de hipéfise de carpa (EBHC) (Hilsdorf et al., 2021). No entanto,
tem crescido a busca por indutores sintéticos alternativos, uma vez que existem varias

desvantagens quanto ao uso do CPE (Mylonas et al., 2017).
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Um dos objetivos para a producdo dos hormonios reprodutivos recombinantes € o
estudo de processos fisiologicos. Esses hormonios ja foram usados para o estudo do
envolvimento dos fatores de crescimento em processos reprodutivos (Zapater et al., 2021).
Além disso, a quantificacdo dos hormonios reprodutivos recombinantes pode ser chave para o
desenvolvimento de novos imunoensaios para entender as mudangas no conteudo hormonal
durante periodos reprodutivos criticos (Molés et al., 2020). Ainda, esses hormdnios
recombinantes também podem ser utilizados em terapias hormonais mais eficazes, em casos
de hormonios livres de contaminacéo; na sincronizagao da producdo de gametas de qualidade
e no tratamento de disturbios reprodutivos de novas espécies (Mohammadzadeh et al., 2020;
Mohammadzadeh et al., 2022).

As gonadotrofinas recombinantes s&o uma alternativa eficaz aos hormonios derivados
de hipofise de peixes, as quais oferecem vantagens como (i) ser uma fonte renovavel de
proteina com uniformidade entre os lotes produzidos; (ii) possibilidade de melhoramento da
eficacia com a alteracdo das sequéncias codificadoras dessas gonadotrofinas; (iii) facilidade na
purificacdo e livre da contaminagdo cruzada por outras glicoproteinas (Molés et al., 2020;
Adams e Boime, 2008). Diversas gonadotrofinas recombinantes ja foram produzidas e tém
demonstrado possuir bioatividade eficaz, sendo testadas em tecidos de génadas cultivadas in
vitro ou através de injecGes intracelomatico ou intramusculares in vivo (Molés et al., 2020;
Mohammadzadeh et al., 2020; Kazeto et al., 2021; Nocillado et al., 2022; Mohammadzadeh et
al., 2022).

1.2.3 Proteinas recombinantes como tratamento terapéutico

O aumento do fornecimento de organismos aquaticos pela aquicultura, bem como a
ampliacdo da escala de produgdo nos sistemas de cultivos, ainda tém sido dificultados pela
ocorréncia de doengas (Mishra et al., 2023). Essas doengas causadas, muitas vezes, por
microrganismos oportunistas, afetam a homeostase nos ambientes de confinamento, levando
0s produtores a recorrerem a tratamentos com a aplicacdo de antibidticos (Sahoo et al., 2016).
A utilizagdo de tratamentos de patogenos a base de antibioticos na aquicultura € um assunto
bastante discutido, sendo essa pratica desencorajada fortemente devido aos indmeros riscos
associados ao uso indiscriminado desses farmacos (Chattopadhyay et al., 2014). O uso das PRs
terapéuticas se mostra como alternativa a esses tratamentos (Maiti et al., 2020).

Duas proteinas do capsideo de dois virus causadores da doenca da cauda branca (DCB)

em camardes, nodavirus (MrNV) e virus extra-pequeno (VEP) recombinantes, foram
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produzidas em E. coli BL21. Kumar et al. (2021) ofertaram na alimentacdo de juvenis de
Macrobrachium rosenbergii e, apos desafio viral, obtiveram bons resultados de sobrevivéncia,
demonstrando que essas PRs sdo eficazes contra WTD em camardes de agua doce. Um
aumento significativo de aproximadamente 68% na sobrevivéncia de Micropterus salmoides
foi identificada, apos desafio, com a administracdo da proteina G recombinante do rhabdovirus
(MSRV) (Yang et al., 2024). Hepcidina recombinante, um peptideo antimicrobiano, foi
administrado na ragdo de carpas-capim (Ctenopharyngodon idella), levando a um efeito
protetor contra infecgdo bacteriana, regulando a expressdo positiva de genes imunoldgicos
(Chen et al., 2020).

S80 muitos os estudos que demonstram a eficiéncia das PRs como tratamento
terapéutico na aquicultura. Segundo Chen et al. (2020), é necessario que sejam implementadas
alternativas de protecdo que garantam o fortalecimento da imunidade dos organismos
produzidos, com os aditivos alimentares recombinantes, a fim de reduzir a poluicdo aquatica

por antibidticos, tornando a industria mais sustentavel.

1.2.4 Probioticos recombinantes na nutricéo

Na aquicultura, os probidticos podem ser definidos como microrganismos que Sao
ofertados como alimento, para proporcionar salde ao seu hospedeiro (El-Saadony et al., 2021).
Muitos desses microrganismos podem ser utilizados como biofabricas microbianas, para a
expressdo de PRs (Rettenbacher et al., 2022), e atuar como probioGticos geneticamente
modificados contribuindo nos processos fisioldgicos e nutricionais desses animais (Santos et
al., 2020).

Santos et al. (2019) manipularam geneticamente uma cepa de Bacillus subtilis para
expressar a enzima fitase recombinante, a qual foi utilizada como aditivo probi6tico para o
zebrafish (Danio rerio) alimentado com uma dieta rica em farelo de soja. Como resultado, este
probidtico foi capaz de atenuar as respostas inflamatorias decorrentes do alto teor de material
vegetal presente na racdo, e contribuiu nas respostas do sistema imunologico. Em outro
trabalho, esses mesmos autores também avaliaram esse probidtico em relagdo aos parametros
zootécnicos do zebrafish alimentado com ragdo com alto teor vegetal, demonstrando melhorias
significativas sobre esses parametros e de genes relacionados ao metabolismo (Santos et al.
2020).

Essa cepa probiotica recombinante também foi suplementada na alimentacdo do

camarao branco do Pacifico (Litopenaeus vannamei). Medeiros et al. (2023) verificaram que a
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inclusdo desse probidtico tornou mais biodisponivel o fésforo presente nos ingredientes de
origem vegetal, verificando o aumento desse mineral no tecido muscular do camardo. Estes
autores, em outro trabalho, também avaliaram a eficiéncia de outros probi6ticos, chamados ndo
convencionais, como alternativa na nutricdo aquicola. Ao suplementar a dieta do camardo-
branco-do-Pacifico com a cianobactéria Synechococcus elongatus PCC 7942 expressando uma
B-glicosidase recombinante, verificaram melhorias quanto a deposicéo de lipidios no musculo
e hepatopéncreas, além do aumento na expressao de genes do sistema imune e do metabolismo

de carboidratos e aminoécidos (Medeiros et al., 2022).

1.3 Cianobactérias como biofabricas

A engenharia de PRs envolve a insercao de genes exdgenos no genoma de determinada
espécie (geralmente microrganismos) por meio de técnicas moleculares. Como resultado esse
gene sera responsavel por codificar uma proteina de interesse. Assim, a espécie-alvo
transforma-se em uma biofabrica para a producdo de proteinas especificas (Priyadharsini et al.,
2022). Dentre as opgOes de microrganismos fotossintéticos como plataformas de expresséo de
PRs, as cianobactérias se destacam, pela facilidade e competéncia natural para integrar DNA
exogeno em seu genoma sem efeitos adversos, por meio de recombinacdo homologa (Clerico
et al., 2007).

As cianobactérias constituem um grupo diversificado de microrganismos procariontes
encontrados em Varios ecossistemas da Terra. S80 também conhecidas como "bactérias
fotossintetizantes”, "Schizophyceae"”, "Cyanophyta", "Cyanophyceae"” ou "algas verde-
azuladas™ devido a presenca do pigmento ficocianina, que confere a cor azul-esverdeada
(Figura 2a). Sua identificacdo € facilitada em relacdo as demais microalgas, pois, sendo
procariontes, ndo possuem nucleo celular nem outras organelas celulares como cloroplastos.
Dessa forma, o processo de fotossintese ocorre em tilacoides simples com a clorofila (Vidal et
al., 2021). Sob uma perspectiva ecologica, desempenham um papel crucial como produtores
primarios, contribuindo para a ciclagem de carbono e a fertilizacdo do solo e da agua por meio
da fixacdo de nitrogénio (N2). Além disso, servem como fonte de alimento para uma variedade
de animais (Beck et al., 2012; Carpenter et al., 2004; Montoya et al., 2004).

Acredita-se que esses microrganismos desenvolveram a habilidade de fotossintese

oxigénica antes dos eucariontes, ha 2,5-3,5 bilhdes de anos. Essa habilidade posteriormente foi
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transferida para os eucariontes por meio da endossimbiose de uma cianobactéria ancestral,
resultando no surgimento de algas e plantas eucariéticas (Margulis, 1970). Nas aplicacdes
comerciais de bioprocessos, as cianobactérias se destacam como 0s Unicos microrganismos
procariontes capazes de realizar fotossintese utilizando CO: e energia solar (Gao et al., 2016).
Elas apresentam caracteristicas atrativas para a producdo de PR, tais como elevadas taxas de
crescimento, facil manutencdo em condi¢des ambientais dindmicas, estrutura celular simples,
auséncia de patégenos em comum com humanos, viabilidade para tratamento genético e
facilidade de manipulacdo genética, como ja mencionado (Hays e Ducat, 2015; Luan et al.,
2019 Torres-Tiji, et al., 2020).

A caracterizacdo genética de algumas linhagens de cianobactérias abriu novas
possibilidades para o uso eficiente destes microrganismos como biofabricas (Wang et al. 2012;
Goodchild-Michelman et al. 2023). Formighieri e Melis (2014, 2015), utilizando ferramentas
da engenharia genética, produziram de forma heter6loga um monoterpeno de alto valor
comercial, o f-fandandreno (CioHze), na cianobactéria Synechocystis, permitindo obter maiores
rendimentos deste produto a partir da fotossintese desta cianobactéria. Em Synechococcus
elongatus, Atsumi et al. (2009) e Englund et al. (2016) obtiveram maior producéo de etanol e
isobutanol, enquanto Azevedo et al. (2019) utilizaram essa espécie para expressdo de [3-
glicosidase recombinante melhorada para auxiliar na producdo de etanol de segunda geracao
(2G). Na area da saude, Roulet et al. (2018) desenvolveram uma plataforma para expressao de
policetideos heter6logos em S. elongatus, demonstrando o potencial desta espécie como uma

plataforma versatil para biossintese heter6loga de biomoléculas.

S. elongatus (Nageli, 1849) PCC 7942 (Figura 2b) tem se destacado como modelo na
producdo fotossintética de metabolitos, tanto em condic¢des naturais quanto por modificacfes
geneticas ou de vias metabdlicas, uma vez que possui capacidade natural de integrar genes
ex0genos, genoma pequeno e totalmente sequenciado (aproximadamente 2,7 Mb) (Azevedo et
al., 2019; Jaiswal et al., 2022; Wu et al., 2023). A plasticidade genética facilitou os estudos de
manipulagédo genética, sendo pioneira na producéo de PRs, como evidenciado por Shestakov e
Khyen (1970). Nessa espécie, sdo identificados trés sitios neutros (NS), locais para onde as
sequéncias de genes externos sdo direcionadas e inseridas por recombina¢do homdloga, sem
efeitos adversos para essa cianobactéria (Clerico et al., 2007). Além disso, as caracteristicas
geneticas de S. elongatus PCC 7942 permitiram o desenvolvimento de diversos vetores de

expressdo replicativos ou integrativos para a producdo de PRs, bem como diferentes
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procedimentos e metodologias de adicdo de DNA exogeno (Vioque, 2007; Almeida et al.,
2017).

Membrana externa Tilacéides Ribossomos
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Figura 2. A: Diagrama de uma célula de Cianobactéria. Membrana externa: camada mais externa que envolve a
célula. Tilacoides: membranas internas onde ocorre a fotossintese. DNA cromossdmico: material genético da
célula, normalmente localizado no centro. Ribossomos: pequenas estruturas que sintetizam proteinas.
Carboxissomos: microcompartimentos que contém enzimas para a fixacdo de CO,. Carboxissomos:
microcompartimentos que contém enzimas para a fixacdo de CO,. Camada de peptidoglicano: estrutura rigida que
oferece suporte a célula. Bainha de mucilagem: camada externa viscosa para protecdo e adesdo. Cpsula: camada
protetora externa. Revestimento de mucoproteina: camada que ajuda na protecao e interagdo da célula com seu
ambiente. Ficobilissomos: complexos de pigmentos que capturam luz para a fotossintese. Vesiculas de gas:
estruturas que permitem a célula flutuar ou afundar ajustando sua flutuabilidade. Goticula lipidica: reserva de
lipidios na célula; B: Micrografia de Cianobactérias: Imagem real ao microscopio mostrando cianobactérias
individuais, cada uma correspondendo ao diagrama mostrado em A. A escala na micrografia indica que cada
cianobactéria tem aproximadamente 25 micrdmetros de comprimento. Espécie: Synechococcus elongatus PCC
7942 (Adaptado de Norefia-Caro e Benton, 2018; Algaebase).

1.4 Alternativas de incremento da producdo de PRs em cianobactérias

Apesar de todo potencial das cianobactérias como biofabricas para expressao de PRs e
sintese de compostos bioativos que podem ser empregados em diversos setores da industria,
quando comparada as demais plataformas tradicionais de expressdo de PR, como as bactérias
e leveduras, a produtividade das cianobactérias ainda € inferior (Li et al., 2018). Apesar disso,

sua utilizacdo apresenta os menores custos de producdo em pequena e larga escala, menor
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tempo de cultivo, além de produzir uma proteina de qualidade com precisao de dobramento
como destacado por Goshtasbi et al. (2023). Também, € possivel a extracdo de diversos
compostos bioativos acumulados por estes microrganismos como metabolitos secundarios,

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

Os processos de otimizacao desta plataforma séo imperativos para o desenvolvimento
e producdo de altos rendimentos de produtos alvo que védo além da escala laboratorial. Muitas
sdo as estratégias e metodologias que visam o aumento da expressdo de PRs em cianobactérias
(Cui et al., 2023). No entanto, poucos estudos buscam de forma integrada metodologias para
este aumento. Goodchild-Michelman et al. (2023) destacam que, para o desenvolvimento das
cianobactérias como biofabricas, € importante haver essa integracdo entre metodologias para
que a escala de producdo ultrapasse a bancada de laboratério e chegue até a escala industrial.
Além disso, também destacam que tais ferramentas podem ser aplicadas igualmente a outras

espécies com potencial biotecnolégico.

1.4.1 Engenharia de promotores e intensidades luminosas

Al-Haj et al. (2016) afirmaram que, para desbloquear o potencial das cianobactérias
como biofabricas, é necessario aliar a utilizagdo de ferramentas de engenharia genética com
outras metodologias. Por exemplo, a utilizacdo da engenharia de promotores, onde é estudada
a inclusdo de promotores induziveis ou constitutivos que possuam altas taxas de transcricéo,

visando a superexpressao de proteinas heterélogas (Madhavan et al., 2021; Li et al., 2018).

A luz desempenha um papel essencial para o crescimento e metabolismo dos
microrganismos fotossintéticos (Li et al., 2021). Sob diferentes intensidades de luminosidades,
0s microrganismos fotoautotroficos podem ter diferentes respostas em relagdo ao crescimento
celular, metabolismo e regulacdo do DNA, e na competéncia natural de cianobactéria (Taton
et al., 2020; Winayu et al., 2024). Assim como nas plantas, as cianobactérias possuem quatro
complexos proteicos supramoleculares nos tilacoides para armazenamento fotossintético de
energia, fotossistema | (FSI), fotossistema Il (FSII), complexo citocromo bef (Cit bf) e
complexo ATP sintase (Figura 3a). Durante o processo de fotossintese, os fotossistemas
operam de forma simultanea, e o fluxo de elétrons entre os FSII e FSI é intermediada pelo
complexo citocromo bef (Cit bf), com o auxilio de dois carreadores moveis: a plastoquinona

(PQ) e plastocianina (PC). O fluxo de elétrons do FSII até o FSI gera um gradiente de protons
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(H") no interior dos tilacéides, impulsionando a sintese de ATP no complexo ATP sintase
(Figura 3b) (Hall e Rao, 1999).

O FSII é o componente do aparato fotossintético encarregado de catalisar a extracdo de
elétrons, iniciada pela luz, da agua, transferindo-os para moléculas transportadoras moveis de
elétrons, conhecidas como plastoquinonas. Essas plastoquinonas (QA e QB) estdo presentes
nas subunidades proteicas D1 e D2, desempenhando um papel crucial na formacao do nucleo
do FSII (Figura 3c) (Hall e Rao, 1999). A proteina D1 em cianobactérias pode ser codificada
por uma familia de genes psbA com dois a seis membros, dependendo da espécie (Mulo et al.,
2009). Em S. elongatus PCC 7942, podem ser encontradas trés familias multigénicas do gene
psbA que codificam duas formas distintas dessa proteina, D1:1 e D1:2. A subunidade D1:1 é
codificada pelo gene psbAl, com maiores niveis de transcrigdo sob pouca luz (~125 pmol. m®
2, s1), e a subunidade D1:2 é codificada pelos genes psbA2 e psbA3, induzidos em condicdes

de estresse, havendo um aumento na transcri¢do desses genes (Mulo et al., 2012).

\ Cianobactéria
Estroma (Baixo H*) N =

Plastoquinona
\  (PQ ® Alto gradiente de

Sy Qe 5 S R
N ® Plastocianina potencial
OZ+ (\H% = (PC) eletroquimico

Limen (Alto H*)

PsbE PsbF
3 b 55!)5

PsbH
Estroma

Aparato fotossintético

Tilacéides

PsbO” “PsbQ Fotossistema Il

Figura 3. Diagrama mostrando onde acontece o processo de fotossintese nas cianobactérias e a localizagdo dos
complexos proteicos que formam o aparato fotossintético. Em (A) é mostrado que o processo de fotossintese
ocorre nos tilacoides, onde estdo localizados os quatro complexos proteicos supramoleculares: fotossistema |
(FSI), fotossistema Il (FSII), complexo citocromo bef (Cit bf) e complexo ATP sintase. Em (B) é mostrado como
acontece 0 processo de transporte de elétrons e conservagdo da energia da luz em ATP. Em (C) é ampliado a

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

Agrisera).

Levando em consideracdo a importancia da luz para a manutencdo desses
microrganismos, uma estratégia interessante para a producdo de PRs em cianobactérias seria
aproveitar da capacidade dessas bactérias de realizar fotossintese e associar a utilizacdo de
promotores nativos do aparato fotossintético a uma determinada faixa de luz ideal para o seu
crescimento e expressdo de uma PR de interesse. Sengupta et al. (2020) obtiveram aumento de
40 % no rendimento na producdo fotoautotrofica de acido succinico utilizando intensidade
luminosa de 300 pmoles de fétons . m2. s* para induzir o promotor do gene psbA3 da proteina
D1:2 do fotossistema Il, em S. elongatus PCC 1180. Li et al. (2018) utilizaram promotores
endogenos do fotossistema, psbAl, psbA2 e psbA3, para expressar a enzima fS-galactosidase
em Synechococcus elongatus UTEX 2973 e verificaram que estes promotores podem variar
sua forca de expressdo sob diferentes intensidades de luz, e destacam ainda que estes fortes
promotores nativos pode ser usados como substitutos aos promotores indutivos, a fim de evitar

a toxicidade dos produtos quimicos utilizados no processo de inducao.

1.4.2 Aplicacdo de campos magnéticos

Outra estratégia que tem se mostrado eficiente em processos biotecnolégicos € a
aplicacdo de campos magnéticos (CM) (Figura 4) (Sincak et al., 2023; Font et al., 2023). Um
CM é gerado a partir do movimento de cargas elétricas, podendo ser gerado por imds ou
corrente elétrica, e essa ferramenta pode influenciar de forma positiva ou negativa os sistemas
bioldgicos, dependendo do seu estado fisiologico (Halliday et al., 2012; Santos et al., 2022).
Segundo Santos et al. (2017), os efeitos causados pelos CM podem ser explicados por trés
diferentes mecanismos: 1) indugdo magnética; 2) efeito magnetomecénico e 3) interacdo

eletronica.

O primeiro mecanismo, inducdo magnética, diz respeito sobre a capacidade de
influéncia dos CM sobre ions presentes em solucdes, por exemplo, os eletrélitos formados por
minerais que possuem uma carga elétrica, resultando na formagdo de campos e correntes
elétricas. O segundo, efeito magnetomecanico, é relacionado aos CM estaticos uniformes, 0s
quais produzirdo forcas de rotacdo sobre moléculas especificas ou materiais ferromagnéticos,

fazendo com que se alinhem as dire¢cGes do campo aplicado. Ja o terceiro mecanismo proposto,

22
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interacdo eletrénica, promove alteracbes sobre moléculas de radicais livre, que terdo os niveis

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

Sendo ainda pouco explorada para a otimizagdo da expressao de PRs, esta metodologia
tem se mostrado como tecnologia viadvel economicamente (Deamici et al. 2022), além de
oferecer auséncia de toxicidade as células e inexisténcia da geracao de poluentes secundarios
(Tu et al., 2015). Madjid Ansari et al. (2017) utilizando CM de frequéncia extremamente baixa
(ELF-MF) com intensidade de 30 - 100 mT e frequéncia de 2,8 Hz, obtiveram aumento na
producdo de glicose oxidase recombinante, uma flavoproteina, na levedura P. pastoris. Da
mesma forma, Rashidieh et al. (2022), utilizando ELF-MF de 55 mT e frequéncia variando de
2,5 a 2,8 Hz, alcancaram melhora significativa na expressdao da proteina Cluster de
Diferenciacdo 22 (CD22), uma proteina de membrana eucariética em E. coli. Além disso, a
aplicacdo de CM também pode promover um aumento de produtividade de biomassa e
producdo de biocompostos em microrganismos fotossintéticos (Deamici et al. 2016, 2023, Tu
et al. 2015, Huo et al. 2020, Bauer et al. 2023).

i y -‘Sgg‘;
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Figura 4. Aplicagbes de campos magnéticos em diferentes fotobiorreatores no cultivo de microalgas e
cianobactérias. A: frascos Erlenmeyer; B: biorreator de roda vertical; C: biorreator Bioflow; D: biorreator Airlift

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

1.5 Proteinas fluorescentes (PFs) como ferramentas de avaliacdo de promotores

As proteinas fluorescentes (PFs) sdo um grupo de biomoléculas que possuem a

capacidade Unica de emitir luz quando excitadas sob determinados comprimentos de onda
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(Luckyanov, 2022). Essa propriedade torna essas proteinas excelentes marcadores reporter
regularmente usados para monitorar diversos aspectos dos sistemas biologicos, como exemplo
em estudos que avaliam a eficiéncia de promotores na produgdo de PRs, oferecendo uma
variedade de aplicacGes em biologia molecular, genética e bioquimica (Heng e Foo, 2022; Yu
etal., 2024; Stepanenko et al., 2021). Duas principais vantagens podem ser descritas em relacédo
a essas PFs. A primeira refere-se ao uso de corantes sintéticos, pois essas proteinas podem ser
integradas ao genoma do modelo de estudo de forma eficiente através de técnicas moleculares
(Mérta et al., 2022). A segunda é a possibilidade de observacdo em tempo real do local de
fluorescéncia, possibilitando o acompanhamento direto e ndo invasivo do comportamento das

proteinas (Bansal et al., 2013).

As PFs tornaram-se importantes ferramentas de visualizagdo de sistemas vivos, desde
células até animais inteiros, e isso se deve em grande parte a capacidade de codificacdo genética
e & maturacdo independente dos cromdforos (Piper et al., 2013; Stepanenko et al., 2013). Os
cromoforos sdo estruturas formadas por polipeptideo, e a proteina verde fluorescente (GFP)
forma seu croméforo a partir de trés aminoacidos (S65, Y66 e G67), que precisam passar por
transformacdes como: 1) dobramento da proteina, crucial para a funcionalidade da proteina e
formacdo da estrutura tridimensional; 2) ciclizacdo, etapa em que ocorre a formacdo do
cromoforo, a formacdo do anel imidazolina; 3) oxidacdo, etapa em que ocorrem modificacfes
quimicas na conformacao estrutural do croméforo e 4) desidratacdo, etapa em que ha perda de
agua, contribuindo para a estabilidade da proteina (Barondeau et al., 2003; Kong et al., 2020).
Diferentes PFs possuem tempos de maturacdo diferentes do croméforo, o que ird determinar

0s comprimentos de onda de leitura (excitacdo e emissdo).

Existe atualmente uma variedade de cores de PFs, e a medida que os estudos nessa area
de pesquisa avangam, novas variantes estdo surgindo (Greenwald et al., 2018; Ossa-Hernandez
et al.,, 2023; Fluorescent Biosensor Database, 2024 (FBDB)). A GFP foi descoberta por
Shimomura et al. (1962), sendo uma proteina derivada da dgua-viva Aequorea victoria, e desde
entdo, tem sido alvo de estudo para ser utilizada como ferramenta nos campos da biologia e
biomedicina. Prasher et al. (1992) elucidaram a estrutura priméaria da GFP, possibilitando a
manipulacdo genética em células eucariontes e procariontes, em estudos posteriores (Chalfie
et al., 1994). Foi somente apds a elucidacdo da estrutura terciaria da GFP selvagem e da
mutante (S65T) que se deu inicio a uma série de estudos que possibilitaram a expanséo das

variedades de cores de PFs hoje conhecidas (Ormo et al., 1996; Yang et al., 1996).
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Entre as novas descobertas de PFs, seis homologos da GFP de A. victoria foram isolados
e caracterizados por Matz et al. (1999), sendo: ciano (AmCyan) do coral Anemonia majano,
vermelha (DsRed) do coral Discosoma sp., amarela (ZsYellow/ zFP538) e verde (ZsGreen/
zFP506) do coral Zoanthus sp. Os homologos zFP506 e zFP538 demonstraram bons resultados
quanto a estabilidade em relacdo a proteinas como EGFP (do inglés: Enhanced Green
Fluorescent Protein), tornando-se promissores para aplicagdes como marcadores in vivo. Apos
sua descoberta, essas proteinas passaram por modificagdes para possuir maior solubilidade,
emissdo mais brilhante de luminescéncia e rapida maturagdo dos croméforos, como é o caso
da ZsGreenl, que é a variante da GFP 4 vezes mais brilhante disponivel comercialmente
(Takara Bio Inc., 2024). Saito et al. (2016) geraram e validaram uma nova linhagem de
camundongos com a proteina repdrter ZsGreen no cérebro, e destacam os beneficios do seu
uso em projetos experimentais. A facilidade de visualizacdo dessa proteina, a possibilidade de
combinacdo com outros protocolos de coloracdo de células e o uso como marcador em
aplicac@es histoldgicas evidenciam a ZsGreen como uma proteina reporter confiavel, sendo

uma boa alternativa para substituir os procedimentos convencionais de coloracao.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Aprimorar a eficiéncia da cianobactéria Synechococcus elongatus PCC 7942 como
biofébrica para produzir proteinas recombinantes (PRs) através de estratégias de incremento

de producéo.

2.2 Objetivos especificos
e Auvaliar o desempenho de diferentes promotores sob influéncia de campo magnético
para a producéo de PRs.
e Explorar o efeito de diferentes intensidades de luz e tempo de indugéo na producdo de
PRs promotores nativos do fotossistema Il de cianobactérias.
e Incrementar a producdo de PRs na cianobactéria S. elongatus PCC 7942, com aplicacéo

de campos magnéticos.
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Resumo

A cianobactéria Synechococcus elongatus PCC 7942 apresenta um potencial significativo
como biofabrica para a producao de proteinas recombinantes (PRs) devido a sua capacidade de
aproveitar a energia luminosa e utilizar o CO.. Este estudo teve como objetivo aprimorar a
producdo de PRs por meio da integracdo de promotores nativos e da aplicagdo de campo
magnético (CM) em S. elongatus PCC 7942. O promotor Ppsha2, que responde a condic¢des de
estresse, foi escolhido para a integracdo do gene ZsGreenl. Os resultados indicaram uma
integracdo bem-sucedida do gene, confirmando estudos anteriores que ndo mostraram
alteracdes no crescimento em cepas transgénicas. A exposicdo a 30 mT (CM30) demonstrou
aumento na transcri¢do de ZsGreenl sob o promotor Ppsba2, revelando a influéncia do CM na
maquinaria fotossintética das cianobactérias. Esse aprimoramento provavelmente € atribuido a
mudancas induzidas por estresse na expressao génica e atividade enzimatica. O CM30
impactou positivamente o fotossistema Il sem interromper a cadeia de transporte de elétrons,
alinhando-se com a teoria do "mecanismo quéantico”. Notavelmente, os niveis de fluorescéncia
e a expressao génica com a aplicacdo de CM30 foram significativamente diferentes das
condicdes de controle. Este estudo destaca a eficacia do uso de promotores nativos e CM para
aprimorar a producdo de PRs em S. elongatus PCC 7942. Os promotores nativos eliminam a
necessidade de indutores exdgenos dispendiosos e o0 potencial estresse celular causado por
agentes indutores quimicos. Além disso, o estudo amplia 0 escopo da otimizagdo da producao
de PRs em microrganismos fotoautotroficos, fornecendo informacdes valiosas para aplicaces

biotecnologicas.

Palavras-chave: aplicagbes biotecnologicas, campos magnéticos, expressdo génica,

fotossistema 11, resposta ao estresse.
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1. Introducéo

Estudos sobre a producdo de proteinas recombinantes (PRs) tém sido um campo em
constante crescimento desde a descoberta e desenvolvimento da técnica de DNA recombinante
em 1973 por Stanley Cohen e Herbert Boyer. Essa técnica utiliza enzimas que clivam &cidos
nucleicos, ligando um gene exdgeno a um vetor de expressao e propagando essa nova molécula
em um hospedeiro, que pode ser de origem procariética ou eucaridtica [1, 2]. Atualmente, essa
técnica tem contribuido para a expansdo do mercado de PR devido ao seu uso crescente em
terapias farmacéuticas, utilizacdo na pecuaria e aquicultura, e producdo de enzimas industriais
[3, 4, 5, 6]. Os Estados Unidos e Unido Europeia ja aprovaram e comercializaram essas
tecnologias. Confirmado esse crescimento, o Gltimo relatério que avalia a contribui¢do das PRs
para 0 mercado financeiro projeta um crescimento de 9,92% (CAGR, do inglés: Compound
Annual Growth Rat) neste setor nos préximos cinco anos, atingindo cerca de US$ 1,064 bilhdo
[7]. Avancos na pesquisa de manipulacdo genética e melhorias nas biofabricas usadas como

hospedeiros tém contribuido para a maturidade desse setor [8].

A escolha da biofabrica a ser utilizada depende principalmente da PR a ser produzida.
Algumas podem ter uma taxa de crescimento rapida, como Escherichia coli [2], enquanto
outras podem realizar modificagdes pos-traducionais, como a levedura Pichia pastoris [6].
Existem também aquelas que combinam essas caracteristicas com o consumo de dioxido de
carbono (CO2) para produzir coprodutos de base biologica, com um baixo custo de
manutencdo, como microalgas e cianobactérias [4]. A geracdo e emissdo cada vez mais
volumosas de CO. na maioria dos setores de energia e industria tém contribuido para o
aquecimento global, mesmo ap6s uma leve reducdo em 2020 (5,4% menor em comparacao
com 2019) devido a pandemia de COVID-19, mas aumentando novamente a partir de 2021
como resultado da recuperagdo econdmica [9]. Nesse contexto, microalgas e cianobactérias
tém desempenhado um papel importante, pois sdo capazes de realizar o biosequestro eficiente
desse gas [10, 11] e utiliza-lo como fonte de carbono, por exemplo, para produzir PRs [12, 13,
14].

Dentre os modelos fotossintéticos, as cianobactérias s&o 0s Unicos microrganismos
procariontes capazes de realizar a fotossintese utilizando CO2 e energia solar, com uma
eficiéncia fotossintética superior a das plantas terrestres [15]. Elas possuem propriedades
atraentes para a producdo de PRs por fotossintese, como altas taxas de crescimento, facil

manutencdo em condi¢cdes ambientais dindmicas, estrutura celular simples, auséncia de
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patdgenos em comum com humanos, manipulacdo genética vidvel e capacidade natural de
integrar DNA ex0geno em seu genoma por meio de recombinacdo homologa [16, 17, 18, 19].
A caracterizacdo genética de algumas cepas de cianobactérias permitiu a ampliacdo do uso
desses microrganismos como biofabricas eficientes [20]. Por exemplo, Synechococcus
elongatus PCC 7942 tem servido como modelo para a producéo fotossintética de metabolitos
em condic¢des naturais por meio de modificacdes genéticas ou engenharia de vias metabdlicas
[21, 22, 23], sendo uma espécie pioneira em estudos de manipulacdo genética para a producéo
de PRs [24].

No entanto, semelhante a outras espécies de cianobactérias e biofabricas disponiveis, o
baixo rendimento na producdo de PRs permanece como uma das principais limitacOes,
exigindo a busca por estratégias para otimizar essa producdo [4, 22, 6, 2]. No campo da
tecnologia de PRs, 0 gene alvo é clonado a jusante de um forte promotor que, quando induzido,
direciona a expressdo da proteina desejada. A engenharia de promotores tem sido uma das
estratégias utilizadas para otimizar a producdo de PRs. Nesse contexto, a inclusdo de
promotores induziveis ou constitutivos com altas taxas de transcricdo é estudada para alcancar
a superexpressao de proteinas heter6logas [8]. Promotores sem necessidade de indugédo tém se
mostrado uma boa alternativa aos promotores que requerem indutores, principalmente porque
sd0 uma opc¢do econdmica e viavel para a producdo em larga escala. O uso do indutor mais
popular, isopropil B-D-1-tiogalactopiranosideo (IPTG), pode adicionar um custo extra a
producdo e levar a toxicidade e estresse fisioldgico nas células. Isso limita seu uso na producao
de proteinas terapéuticas, por exemplo [25]. Um exemplo desses promotores inclui genes
relacionados ao fotossistema do aparato fotossintético, como demonstrado por Sengupta et al.
[27], que alcangaram aumento de 40% no rendimento da produgdo fotoautotrofica de acido
succinico usando o promotor do gene psbA3 do D1:2 do fotossistema Il em S. elongatus PCC

1180, recomendando o uso de promotores nativos em relagdo aos promotores induziveis.

Outra estratégia que se mostrou eficiente, mas ainda € relativamente inexplorada, é a
aplicagdo de campos magnéticos (CM) para aprimorar a expressdo de genes-alvo. Madjid
Ansari et al. [28] utilizaram CM de frequéncia extremamente baixa para aumentar a producao
de glicose oxidase, uma flavoproteina, na levedura P. pastoris. Da mesma forma, Rashidieh et
al. [29] conseguiram melhoria significativa na expressao da proteina Cluster de Diferenciacgéo
22 (CD22), uma proteina de membrana eucariética, em E. coli. Além disso, a aplica¢do de CM
também pode aumentar a produtividade de biomassa e a producdo de biocompostos em

microrganismos fotossintéticos [30, 31, 32, 33, 34]. Atualmente, essa abordagem tem sido
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empregada como uma tecnologia voltada para a reducao de custos e para garantir a viabilidade
econdmica de processos biotecnoldgicos [35], ndo oferecendo toxicidade as células e auséncia
de poluentes secundarios [32]. Recentemente, a aplicacdo de CM em culturas demonstrou
efeitos positivos no aparato fotossintético de microrganismos fotossintéticos, como
cianobactérias [36]. Portanto, € interessante combinar a tecnologia de DNA recombinante por
meio de promotores do fotossistema com a aplicacdo de CM, o que pode se tornar uma
inovagdo na producdo de PRs em cianobactérias. Assim, 0 objetivo deste estudo foi
desenvolver uma plataforma eficiente de expressdo com base na cianobactéria Synechococcus
elongatus PCC 7942, utilizando um promotor nativo da proteina D1:2 relacionada ao

fotossistema associando CM para a producédo de uma PR verde fluorescente.

2. Material e Métodos

2.1 Cepas e condicdes de cultivo

As construcdes genéticas utilizadas neste estudo foram replicadas nas células de
Escherichia coli One Shot TOP10 Electrocomp (Invitrogen), cultivadas a 37 °C em meio Luria-
Bertani (LB) [37], suplementado com 100 pg/mL de espectinomicina e agitadas a 220 rpm. O
cultivo de Synechococcus elongatus PCC 7942 (Thermo Fisher Scientific) foi realizado em
meio BG-11 [38] & 34 °C sob luz fluorescente branca com intensidade de 100 pmol. m?. s%,
As culturas transgénicas de S. elongatus PCC 7942 foram suplementadas com 10 pg/mL de
espectinomicina, e a densidade Optica (OD) foi monitorada medindo a absorbancia a 750 nm

em espectrofotdbmetro (BioMate 3, Thermo Scientific).

2.2 Construcéo dos vetores

O vetor de expressdo base usado para as construces geneticas neste estudo foi o
pSyn_1 do kit GeneArt® Synechococcus Engineering (Invitrogen). Esse vetor possui um
promotor induzivel por niquel, PnrsB, que controla a expressdo do gene que codifica a
subunidade adaptadora da bomba de efluxo Resistance Nodulation Division (RND) de
Synechocystis sp. PCC 6803.
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Inicialmente, foi utilizado um plasmideo previamente construido, onde o promotor do
gene psha2 relacionado a proteina D1:2 do fotossistema Il de Synechocystis sp. foi clonado no
vetor comercial pZsGreen-1 (Clontech), que contém o gene que codifica a proteina verde
fluorescente do coral Zoanthus sp. (ZsGreenl). Esta construcdo, chamada pSonda-ZsGreen,
serviu como um molde para a PCR para isolar o fragmento psbA2-ZsGreenl (Fig. 1a), usando
os iniciadores listados na Tabela 1. Esse fragmento foi digerido juntamente com o vetor
comercial pSyn_1 usando as enzimas de restricdo EcoRI e Kpnl, e entdo ligados com a DNA
ligase T7 (Biolabs). Como resultado, a construgdo hibrida contendo ambas as regifes

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

Uma segunda construcdo foi gerada usando o vetor pSyn_1, onde o pshA2-ZsGreenl
foi usado como modelo para amplificar o gene que codifica a proteina ZsGreenl (Figura 1c).
Os iniciadores utilizados estdo listados adiante (Tabela 1). O vetor pSyn_1 e o inserto ZsGreenl
foram digeridos com as enzimas BamHI e Kpnl (Biolabs) e ligados usando a DNA ligase T7
(Biolabs), resultando na construcdo denominada pnrsB-ZsGreenl, contendo apenas o promotor
PnrsB desse vetor comercial, e usado como controle negativo (Figura 1c). Todos os fragmentos
de DNA foram purificados (kit Illustra GFX PCR DNA e purificacdo de bandas de gel, GE
HealthCare), quantificados (Fluorimetro Qubit, Life Technologies), e os procedimentos foram

realizados de acordo com o protocolo dos fabricantes.

EcoRlI Kpnl m
e | BamHI Kpnl
/ s Fragmento psbA2-ZsGreen1 | pSyn_1 |
PCR para isolar o
fragmento Restrigdo do inserto e vetor com
pbsa2-ZsGreen1 enzimas de restrigdo e ligagdo Restrigado do inserto e vetor com
com T7 ligase enzimas de restricdo e ligacdo

com T7 ligase

EcoRI Kpnl pnrsb-ZsGreen1

{ pSyn_1 \ BamHI Kpnl

gene zsgreen |

l
L 1

¢ Legenda

mmmm Plasmideo pZsGreen-1

Proteina verde fluorescente
ZsGreen1

piba2ZsGreant Promotor P psbA2
pSonda-ZsGreen \ >

psba2-ZsGreen1

Plasmideo pSyn_1

Promotor P nrsB

PCR para isolar o
C gene ZsGreen

A B

Figura 1. Construcdo do vetor de expressdo para a proteina fluorescente ZsGreenl. O vetor de expressao pSyn_1

foi projetado para proporcionar a expressdo de proteinas em Synechococcus elongatus. Ele possui uma regiao
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promotora fortemente induzida por niquel, PnrsB, flanqueando o local de clonagem mdltipla (MCS), onde o
segundo promotor PpsbA2 e o gene que codifica para a proteina ZsGreenl foram inseridosrelacionado ao
fotossistema Il de Synechocystis sp. PCC 6803 e 0 gene que codifica para a proteina ZsGreenl foram inseridos.
A: O fragmento psbA2-ZsGreenl foi isolado por PCR da construcdo pSonda-ZsGreen que faz parte do banco de
construcdes do grupo de pesquisa LEGENE; B: Apos isolado o fragmento contendo o promotor e o gene de
interesse, enzimas de restricdo foram utilizdas para cortar este fragmento, juntamente com o vetor de clonagem
pSyn_1, gerando extremidades coesivas para entdo serem ligadas utilizando a enzima T7 Ligase, resultando na
construgdo pshA2-ZsGreenl, contendo dois promotores (psbA2 e pnrsB); C: A construcdo pshA2-ZsGreenl foi
utilizada de molde para isolar o gene da proteina fluorescente ZsGreenl (inserto) por PCR, e feito o corte com
enzimas de restri¢do do inserto juntamente com o vetor de clonagem pSyn_1, ligado com a enzima T7 Ligase,
resultou na construcdo pnrsB-ZsGreenl, contendo apenas o promotor pnrsB.

2.3 Transformacéo de S. elongatus

As construcbes produzidas foram transformados em S. elongatus PCC 7942 seguindo
o protocolo fornecido no kit Gene Art Synechococcus Engineering (Invitrogen). Como controle
negativo, foi utilizado um inéculo de S. elongatus PCC 7942 selvagem transformado sem as
construcdes genéticos. Ao final do processo de transformacao, as amostras foram semeadas em

meio BG-11 suplementado com 1,5% de agar e 10 pg. mL™ de espectinomicina.

2.4 Confirmacéo da integracdo genémica

Como modelos para a PCR de integracdo genémica, 0o DNA gendmico de S. elongatus
PCC 7942 transformado foi extraido a partir de amostras de 10 pl e aquecidas a 95 °C por 5
min, centrifugado, e o sobrenadante foi utilizado na reagdo. O DNA gendmico de S. elongatus
selvagem foi utilizado como controle negativo. As PCRs foram realizadas nas seguintes
condicdes: 94 °C por 120 s, seguido por 35 ciclos de 94 °C por 30's, 58 °C por 30 s, 72 °C por
90 s, e extensdo final a 72 °C por 5 min. Os iniciadores utilizados, s7942-For e s7942-Rev,

estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Sequéncias dos iniciadores usados para PCR, RT-gPCR e identificacio de integracdo genémica.

Iniciadores Forward primer (5'-3") Reverse primer (5'-3") Amplicon (pb)
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pshA2ZsGreenl  cgcactagttccectgattctgtggataaccgt  cacggtacctcagggggaggtgtgggaggt 702

s7942 (REC) tgctgcgtaacatcgttggct atgtgatcggaaccctgaccgt 1400
ZsGreen gaccaaggagatgaccatgaagta ccggtgatcacgaacttgtg 69
RPOD gagcaagcaagtcagcgatttg tgagcccgceaaccacgatc 272

RNPB gtgaggagagtgccacagaa taagccgggttetgttetet 224

2.5 Confirmagcéo da fluorescéncia em S. elongatus

Para verificar se as coldnias transgénicas de S. elongatus estavam produzindo a proteina
verde fluorescente (ZsGreenl), as col6nias foram observadas usando uma camera (CCD

Olympus DP72) acoplada a um microscopio de epifluorescéncia invertido (Olympus® 1X81.).

2.6 Crescimento de S. elongatus PCC 7942

Para avaliar o efeito da presenca das construcBes genéticas no crescimento de S.
elongatus PCC 7942, culturas triplicadas contendo as duas construgcfes (psbA2-ZsGreenl e
pnrsB-ZsGreenl), juntamente com a cultura de tipo selvagem (controle), foram monitoradas
por um espectrofotdmetro (BioMate 3, Thermo Scientific) em comprimento de onda de 750
nm ao longo de 10 dias, com média inicial de OD 750 de 1,059 (x0,017). Além disso, a cada
dois dias, foram coletadas amostras de 1 mL da cultura, fixadas com 80 pL de solugéo de Lugol
[39], e contagens celulares foram realizadas usando uma camara de Neubauer sob um

microscopio vertical (Olympus CX41).

2.7 Aplicacao de campo magnetico (CM)

A exposigdo ao CM foi realizada utilizando imés de ferrite com intensidade média de
30 mT (CM30) (150 x 50 x 10 mm). Essa intensidade foi escolhida, pois foi observado que ela

tem uma influéncia positiva no Fotossistema Il [36] para ensaios de fluorescéncia e expressdo
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génica. A exposicdo foi conduzida por dois dias no inicio da fase estacionaria da cultura,
quando a OD 750 atingiu 1. A intensidade do CM foi medida em varios pontos nos frascos
usados nos ensaios, utilizando medidor de CM (Global Mag, TLMP-HALL 05 K). O grupo
controle foi mantido nas mesmas condicdes das culturas expostas ao CM, mas apenas expostas
ao CM da Terra (0,005 mT).

Em um ensaio preliminar, as condi¢des experimentais ideais para a exposi¢cdo ao CM e
expressao da ZsGreenl ao longo de dez dias foram analisadas. Com base nisso, foi determinado
que todas as culturas nos experimentos comecariam com densidade de OD 750=1,
correspondendo ao inicio da fase estacionaria, com amostragem para analise no segundo dia.
Este ponto de tempo correspondia aos niveis mais altos de fluorescéncia detectada. Essa
determinacdo é importante, pois, para biorreatores fotoautotroficos, é desejavel que a producao

de proteinas continue mesmo apds atingir a densidade celular ideal [40].

2.8 Medicao da fluorescéncia de S. elongatus PCC 7942

Para avaliar a influéncia do CM30 no promotor do gene PpsbAz2, relacionado a proteina
D1:2 do Fotossistema Il e, consequentemente, na producdo da ZsGreenl, um ensaio em
triplicata foi conduzido seguindo as condi¢6es descritas na se¢do 2.7. Ao longo de dois dias, as
culturas transgénicas, juntamente com a cultura controle, foram cultivadas com e sem aplicagéo
de CM. A cada 24 h, a densidade Optica foi medida usando um espectrofotdbmetro BioMate 3
(Thermo Fisher Scientific), e a fluorescéncia foi medida usando leitor de microplacas hibrido
(Biotek Synergy® H1). As medi¢bes foram realizadas em placas pretas com fundo
transparente, utilizando comprimento de onda de excitacdo de 496 nm e comprimento de onda
de emissdo de 506 nm. A densidade Optica de cada cultura foi utilizada para normalizar 0s

dados de fluorescéncia.

2.9 Analise da expressao génica

Para avaliar a expressdo do gene zsgreenl, um ensaio foi conduzido seguindo as
mesmas condigdes descritas na se¢édo 2.8. Ao final do segundo dia do ensaio, foram coletados
50 ml da cultura para extragéo total de RNA utilizando Trizol (Invitrogen) e tratado com DNase
I (Invitrogen). O cDNA foi sintetizado a partir de 1 pg de RNA usando o kit High Capacity

cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems) e quantificado utilizando o fluordmetro
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Qubit (Invitrogen). A analise da expressdo génica foi realizada utilizando a PCR quantitativa
em tempo real (QPCR) com o kit PowerUP SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems)
sob as seguintes condigdes: 50 °C por 120 s, 95 °C por 120 s, seguido por 40 ciclos de 95 °C
por 15 s e 60 °C por 60 s. Os genes de normalizacdo endogenos, rpod e rnpb, que codificam a
subunidade Delta da RNA polimerase e a subunidade R da ribonuclease P, respectivamente,
foram utilizados para normalizar a analise da expressdo génica. O método da curva padréo
relativa foi empregado para analise, com auxilio do aplicativo geNorm VBA para 0 Microsoft
Excel [41]. Todas as etapas foram realizadas de acordo com o protocolo do fabricante, e os

iniciadores utilizados estdo descritos na Tabela 1.

2.10 Andlises estatisticas

Os dados referentes a curva de crescimento, expressdao génica e unidade de
fluorescéncia foram submetidos a testes de normalidade utilizando os testes de Shapiro-Wilk e
Kolmogorov-Smirnov, e a homogeneidade de variancias foi avaliada pelo teste de Levene.
Quando as premissas de normalidade foram atendidas, foi realizada uma analise de variancia
de dois fatores (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey quando diferencas significativas entre
os tratamentos foram identificadas para os dados de crescimento e um teste t de Student ndo
pareado para os dados de expressdo génica e unidade de fluorescéncia. Um nivel de
significancia de p<0,05 foi considerado, e todas as analises estatisticas foram conduzidas
utilizando o software GraphPad Prism 9.0.

3. Resultados

3.1 Integracéo gendmica e fluorescéncia em S. elongatus PCC 7942

Neste estudo, S. elongatus PCC 7942 foi transformada com as construgdes psbA2-
ZsGreenl e pnrsB-ZsGreenl, ambos expressando a proteina fluorescente verde ZsGreenl (Fig.
2A e B). A confirmacdo da integracdo dessas construgdes no genoma da cianobactéria foi
realizada por meio de PCR, resultando em um fragmento de 1,4 kb. Esse tamanho corresponde
a regido entre a proteina de membrana integral que regula a condutancia de cations em S.

elongatus PCC 7942 (Synpcc7942_2499) e o gene de resisténcia a antibioticos (aadA: proteina
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de resisténcia a aminoglicosideos AadA) presente no vetor de expressao pSyn_1 (Fig. 2C).
Para identificar cepas transgénicas que expressam a proteina ZsGreenl e apresentam
fluorescéncia, as colbnias foram observadas sob um microscépio de fluorescéncia, onde a

emissdo de fluorescéncia foi detectada (Fig. 2D), e coldnias selecionadas foram selecionadas.

C 1kbplus 1

14Kb — e — — — —

Proteina verde
fluorescente
(ZsGreen1)

Promotor da proteina D1:2
do fotossistema Il (psbA2)

Promotor do gene da
subunidade adaptadora da

bomba de efluxo RND (pnrsB) D
Gene de resisténcia a
espectinomicina (aadA) i
:'//”"’ 7 =\ e
Gl AT | y C
T k.- P ¥
\ o W
/| > '
S % - :
Sitio de recombinagao Origem de o Regidode & ¢
homélo A sitio de e AF
ga (NS1a) replicacao terminagdo da

recombinagao

transcricao (rrnB)
homoéloga (NS1b)

bacteriana (pUC ori)

Figura 2. Caracteristicas dos vetores de expressao pnrsB-ZsGreenl (A) e pshA2-ZsGreenl (B). Confirmacédo da
integracdo dos vetores pnrsB-ZsGreenl e pshA2-ZsGreenl no genoma de Synechococcus elongatus PCC 7942
(C): 1 — 3: pshA2-ZsGreenl; 4 — 6: pnrsB-ZsGreenl; 7 — 9: S. elongatus PCC 7942 selvagem; 10: Controle
negativo (reacdo sem amostra de DNA); 1 Kb Plus DNA Ladder. (D) Confirmacdo da presenca da proteina
fluorescente verde ZsGreenl em coldnias de Synechococcus elongatus PCC 7942 transgénicas (i: luz branca; iii:

luz UV) e ndo transgénicas (ii: luz branca; iv: luz UV).

3.2 Efeitos da transgenia no crescimento celular

Para avaliar se a presenca de DNA exdgeno afetaria o crescimento da cianobactéria, foi
realizado o monitoramento do crescimento ao longo de 10 dias, iniciando a contagem de células
no OD 750=1,059 (+0,017). Durante esse periodo, foi observada diferenca significativa para o
OD 750 (Figura 3A) e densidade celular (células/mL) (Figura 3B), a partir do sexto dia, do
grupo pnrsB-ZsGreenl, que continha o promotor PnrsB induzido por niquel (p<0,05).
Nenhuma diferenca significativa (p > 0,05) foi detectada entre os grupos em relagéo ao grupo

de controle. Comparando o grupo psbA2-ZsGreenl, ndo foi identificado nenhuma diferenca
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significativa em relacdo aos demais tratamentos (p>0,05). De maneira geral, a presenca das

duas construcfes genética ndo afetaram o crescimento da cianobactéria transgénica.
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Figura 3. Curvas de crescimento de Synechococcus elongatus PCC7942. A: Avaliacdo do efeito da integracdo de
duas construgdes pnrsB-ZsGreenl (promotor PnrsB, induzido por niquel) e psbA2-ZsGreenl (promotor PpshA2,
relacionado a proteina D1:2 do fotossistema Il de Synechocystis sp.) na OD 750 nm; B: Densidade celular
(células/mL) (b), comparados ao grupo controle. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p < 0.05;
ANOVA two-way).

3.3 Efeito do campo magnetico na expressao génica e nos niveis de fluorescéncia
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A andlise estatistica revela diferenca significativa (p<0,05) na expressdo do gene
zsgreenl para os dois promotores examinados quando expostos ao CM, psbA2-ZsGreenl
(Figura 4A, p=0,0076) e pnrsB-ZsGreenl (Figura 5A, p=0,0001). Em relacdo aos niveis de
fluorescéncia, ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa em relagdo a
exposicdo ao CM (p>0,05) para os dois promotores analisados (Figura 4B, p=0,2410; Figura
5B, p=0,6357).

Em resumo, é evidente que o promotor nativo ndo induzido PpsbA2 potencializa a
transcricdo da proteina de interesse quando comparado ao promotor induzido por niquel PnrsB.
Além disso, a estratégia de exposi¢cdo ao CM mostra-se eficaz na otimizacdo da producdo de

proteinas em ambos os promotores (Figuras 4 e 5).
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Figura 4. Expressdo do gene zsgreenl no grupo contendo a construcdo genética psbA2-ZsGreenl, normalizado
pelos genes enddgenos rpod e rnpb, que codificam a subunidade Delta da RNA polimerase e a subunidade R da
ribonuclease P, respectivamente (A), e Unidade de Fluorescéncia da proteina verde fluorescente ZsGreenl (B)
sob duas condicOes de exposicdo: sem campo magnético e com campo magnético de 30 mT. O grupo psbA2-
ZsGreenl possui 0 promotor PpsbA2, relacionado a proteina D1:2 do fotossistema Il de Synechocystis sp.

Asteriscos indicam diferenga significativa (** p<0,01; teste t de Student).
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Figura 5. AExpressdo do gene zsgreenl no grupo contendo a construgdo genética pnrsB-ZsGreenl, normalizado
pelos genes endogenos rpod e rnpb, que codificam a subunidade Delta da RNA polimerase e a subunidade R da
ribonuclease P, respectivamente (), e Unidades de Fluorescéncia da proteina verde fluorescente ZsGreenl (B) sob
duas condi¢des de exposi¢do: sem campo magnético e com campo magnético de 30 mT. O grupo pnrsB-ZsGreenl
possui 0 promotor PnrsB, uma regido promotora constitutiva fraca fortemente induzida por niquel. Asteriscos

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

4. Discussao

Neste estudo, foram construidos dois plasmideos usando o vetor pSyn_1 e
transformados em S. elongatus PCC 7942, denominados pnrsB-ZsGreenl e pshA2-ZsGreenl.
Os promotores PnrsB e PpsbA2 foram utilizados para expressar a proteina verde fluorescente
ZsGreenl nessa cianobactéria, sendo o primeiro ja presente no vetor comercial utilizado,
enquanto o segundo promotor foi inserido no mesmo vetor por meio de técnicas de engenharia
genetica realizadas pelo grupo de pesquisa. A inser¢do do segundo promotor visa otimizar a
producéo de PR nessa biofabrica com exposi¢do ao CM. Essa abordagem tecnolégica mostrou-
se vantajosa, pois € de baixo custo, ndo causa polui¢do secundaria, além de influenciar o perfil

de sintese de proteinas em microrganismos, entre outras vantagens [29, 33, 35].

A cianobactéria S. elongatus PCC 7942 tem sido amplamente utilizada na producéo de
PR, sendo uma biofabrica de interesse na industria devido a sua capacidade de utilizar CO2 e

aproveitar a energia luminosa para a producdo biotecnoldgica, apresentando isso como uma
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das principais vantagens ambientais em relacdo a outras biofabricas disponiveis [42, 13]. O uso
da engenharia genética na criagdo de cepas transgénicas confirmou o potencial desses
microrganismos como sistemas de expressdo [43], enquanto a inclusdo de DNA exdgeno nao
afeta seu desenvolvimento e crescimento. S. elongatus PCC 7942 foi capaz de integrar com
sucesso 0 gene da proteina ZsGreenl em seu genoma, 0 que corrobora os resultados de
Azevedo et al. [21] e Sengupta et al. [27], que produziram cepas transgénicas para a producéo
de B-glucosidases recombinantes e &cido succinico, respectivamente, também ndo observando

alteracdes no crescimento dessa espécie de cianobactéria.

Nas plantas, algas e cianobactérias, o fluxo fotossintético ocorre de maneira integrada
com a participacdo de quatro complexos proteicos supramoleculares, sendo dois deles o
fotossistema | (FSI) e o fotossistema Il (FSII) [44]. O FSII é a parte do aparato fotossintético
responsavel por catalisar a extracao de elétrons da agua, induzida pela luz, e transferi-los para
moléculas moveis transportadoras de elétrons, as plastoquinonas, que estdo presentes nas
subunidades proteicas D1 e D2 e ajudam a formar o nucleo do FSII [44]. Em relag&o a proteina
D1, em S. elongatus PCC 7942, podem ser encontradas trés familias multigénicas do gene psba
que codificam duas formas distintas dessa proteina, D1:1 e D1:2, sendo que a ultima forma

também é codificada pelo gene psha2 [45], cujo promotor foi utilizado neste estudo.

Nas condic¢des normais de cultivo, a expressao do gene psba em S. elongatus PCC 7942
é diretamente proporcional a intensidade de luz utilizada, com maior nimero de transcritos dos
genes psba2 e psha3 em intensidades de luz entre 125 e 750 umol fotons m. s [46, 47]. Neste
estudo, trabalhamos com as condicgdes de cultivo recomendadas pelo kit Vetor de Expressédo
de Proteina de Synechococcus da GeneArt™, que esta dentro da faixa recomendada, explicando
a gquantidade basal de transcritos da proteina ZsGreenl e fluorescéncia encontrada no grupo
contendo o promotor do gene psba2, psbA2-ZsGreenl, sem exposicdo ao campo magnético
(30 Mt), aproveitando apenas a energia luminosa disponivel. No entanto, 0 mesmo nao foi
observado no grupo pnrsB-ZsGreenl, que contém o promotor induzivel do gene da subunidade
adaptadora da bomba de efluxo RND. Nesse caso, € necessario adicionar niquel a cultura para
induzir a producéo da proteina, o que pode representar uma desvantagem, j& que o niquel pode

ter efeitos toxicos para as células, possivelmente levando a morte celular [21].

Além do fator de luminosidade, de maneira geral, a exposicdo ao CM (30 mT)
aumentou a transcricdo do gene zsgreenl em ambos as constru¢des, com maior expressdo

observada no grupo que contém o promotor nativo psbA2-ZsGreenl (Figs. 4A e 5A),
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demonstrando a influéncia do CM no aparato fotossintético das cianobactérias. Os efeitos
bioldgicos observados em microrganismos quando expostos ao CM ainda permanecem nao
totalmente explicados, no entanto, algumas teorias sdo propostas para tentar entender esses
mecanismos. Propbe-se que, sob exposicdo ao CM, ocorra aumento nos niveis de espécies
reativas de oxigénio (ERQs), caracterizando um estado de estresse nessas células, resultando
em alteracdo na expressdo génica, assim como na atividade enzimatica e, consequentemente,
na expressdo proteica [48]. Embora ndo tenhamos analisado as EROs das células de S.
elongatus nas condicOes experimentais, sabemos que condigdes de estresse, como mudancas
nas condi¢es ambientais, podem induzir a expressdo dos genes psbha2 e psba3 com maior
intensidade [47]. Portanto, é provavel que o estado de estresse e as alteracdes em enzimas e

genes envolvidos no processo de expressdo proteica favoreceram a expressao da PR.

Outra teoria estudada para explicar esses mecanismos € a teoria do "mecanismo
guantico-mecanico”, que se refere ao comportamento quéantico de ions dentro de uma cavidade
proteica [49]. A fuga de ions dessas cavidades pode influenciar o funcionamento de enzimas.
Poucos estudos abordaram a influéncia da aplicagdo de CM no aparato fotossintético de
microalgas e cianobactérias. Deamici et al. [33] avaliaram a influéncia do CM na atividade do
FSII por meio da analise do rendimento quéantico (Fv / Fwm) e dos transientes de fluorescéncia
da clorofila (OJIP) na cianobactéria Arthrospira platensis. Esses autores observaram que a
aplicacdo de 30 mT influencia positivamente o FSII e ndo causa interrup¢do na cadeia de
transporte de elétrons (Qa e Qg), em linha com a teoria do "mecanismo quantico-mecanico".
Embora condicdes de estresse impactem negativamente a cadeia de transporte de elétrons (Qa
e Qg) [50, 51], é provavel que o estresse causado pelo CM seja diferente de outros tipos de
estresse causados por mudancas nas condigdes de cultivo, pois essas perturbacdes ndo sao
verificadas. Portanto, o uso do promotor PpsbA2, que é mais expresso em condicBes de
estresse, torna-se interessante, pois nao interfere no funcionamento do FSII, mas melhora seu

desempenho [36].

Quanto aos niveis de fluorescéncia produzidos pelas culturas, ndo foi observada
diferenca estatistica nos promotores utilizados sob condigdes de estresse com exposi¢cdo ao CM
(Figura 4B e Figura 5B). Kunert et al. [52] também ndo observaram a mesma diferenga na
expressdo génica do gene repdrter GFP para a espécie Synechocystis sp. quando mediram a
emissdo de fluorescéncia dessa proteina sob condicBes de estresse com limitagdo de ferro no
meio de cultura, onde é possivel que os pigmentos presentes nessas células estejam absorvendo

parte da luz emitida.
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Esses resultados reforcam nossa proposta de usar indutores nativos para a expressao de
PR, demonstrando que a utilizacdo do promotor nativo do gene psba2 é uma opcéao dentro da
engenharia de promotores, sem a necessidade de indutores caros ou potencialmente toxicos.
Seguindo a linha de utilizar promotores nativos, Sengupta et al. [27] obtiveram bons resultados
na producéo fotoautotréfica de acido succinico, usando o promotor nativo do gene psbA3, da
proteina D1:2 do fotossistema Il (PpsbA3) na cianobactéria Synechococcus elongatus PCC
11801. Além disso, também demonstramos o potencial do uso do CM como ferramenta para
incrementar a produgdo de PR na cianobactéria S. elongatus PCC 7942. Os efeitos positivos
dessa ferramenta em microalgas e cianobactérias sao bem documentados [32], incluindo para
a espécie S. elongatus PCC 7942 [53]. No entanto, ainda héa falta de estudos para a otimizacao
de PR nesses microrganismos fotoautotréficos. Reafirmando a eficiéncia dessa ferramenta,
Rashidieh et al. [29] demonstraram que € possivel aumentar o rendimento na expressdo
heter6loga da proteina de membrana CD22 em E. coli, enquanto Madjid Ansari et al. [28]
obtiveram aumento na producdo de glicose oxidase na levedura Picchia pastoris, ambos
utilizando CM de baixa frequéncia (CM-BF).

Em resumo, este é o primeiro estudo a demonstrar que a combinacdo de um promotor
nativo com a aplicacdo de CM pode otimizar a producdo de PR, eliminando a necessidade de
promotores exdgenos que frequentemente ja estdo disponiveis em vetores comerciais, 0 que
tende a aumentar o custo da producdo de PR e potencialmente causar efeitos adversos nas

células.

5. Concluséo

No presente trabalho foi demonstrada a eficacia do uso do promotor livre de indutor
quimico psbA2 para a produgdo de PR. Além disso, foi sugerido o uso de CM para aumentar o
funcionamento desse promotor. A producéo de PR foi maior sob condig¢des naturais de cultivo
com esse promotor, mas pode ser aumentada com a aplicacdo dessa tecnologia de baixo custo
que ndo causa efeitos prejudiciais as células e ndo gera poluicdo secundaria, como ocorre com
promotor PnrsB, disponivel no vetor comercial pSyn_1, que possui desvantagens na inducao

da producéo de PR, por exigir a adi¢do de niquel ao sistema.
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Resumo

As cianobactérias tém demonstrado um potencial significativo na biofabricagdo fotossintética
de proteinas recombinantes (PRs) com diferentes promotores. Os promotores relacionados ao
fotossistema tém sido explorados e sua eficiéncia de expressdo € diretamente vinculada a
intensidade da luz utilizada para o crescimento das cepas. Este estudo explora o efeito de
diferentes intensidades de luz em dois promotores do aparato fotossintético, PpsbAl e PpsbAz2,
para otimizar a producdo de PRs em S. elongatus PCC 7942, assim como definir o tempo ideal
de inducdo desses promotores para obter o maior rendimento da PR produzida. Estes
promotores relacionados ao fotossistema Il de cianobactérias foram utilizados para expressar a
proteina reporter verde fluorescente ZsGreenl, e as construgdes genéticas produzidas foram
transformadas em S. elongatus PCC 7942. Os resultados de expressdo génica e niveis de
fluorescéncia indicaram que os promotores usados respondem de diferentes maneiras sob
diferentes intensidades de luz e em diferentes tempos de inducdo. O promotor PpsbA2
demonstrou ser mais eficiente na producdo da proteina ZsGreenl em relacdo ao promotor
PpsbAl. O promotor PpsbA2, quando induzido por 6 h em intensidade de luz mais alta (500
umol. m2. s), pode resultar em quantidades maiores da proteina de interesse, quando
comparado com o promotor comercialmente utilizado PpsbAl. Essa combinacdo pode
melhorar o desempenho da cianobactéria S. elongatus PCC 7942 como biofébrica de proteinas

recombinantes.

Palavras-chave: cianobactéria, promotores nativos, intensidade luminosa, expressdo génica.
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1. Introducéo

As cianobactérias tém demonstrado um grande potencial na biofabricagéo fotossintética
de biocombustiveis e biocompostos (naturais e nao naturais), sendo consideradas importantes
biofabricas. Isso se deve principalmente a sua capacidade de absorver CO> e energia solar como
fontes de carbono e energia para 0 crescimento da biomassa e a conversdo de compostos
organicos (Li et al., 2022). Esses microrganismos procarioticos sao Unicos com capacidade de
realizar a fotossintese oxigénica, nas quais desenvolveram adaptacGes para aprimorar seu
desempenho fotossintético por meio do acumulo de carbono inorganico dentro das células,
conhecido como mecanismo de concentracdo de carbono (MCC) (Price et al., 2008). Outro
fator importante em relacdo as cianobactérias é a alta adaptabilidade a mudancas ambientais,
especialmente no que diz respeito a absorcao de luz para o crescimento e sintese de moléculas

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

A fotoinibicéo sob altas intensidades de luz podem ser evitadas a partir de mecanismos
fisiolégicos desenvolvidos por estes microrganismos, permitindo a aclimatacdo dessas
cianobactérias a mudancas no ambiente, sem comprometer sua taxa de crescimento e fixacao
de CO2 (Rehman et al., 2022). Esses mecanismos estao relacionados a sensibilidade do aparato
fotossintético em capturar e se adaptar a essas mudancas, principalmente no complexo do
fotossistema Il (FSII) desse aparato. Nas cianobactérias, o fotossistema Il é um complexo
responsavel por catalisar a fotoxidacdo da agua e iniciar o fluxo de elétrons a partir da absorcao
de energia luminosa, composto por duas subunidades da proteina D1, D1:1 e D1:2, que
alternam no controle da operacdo desse complexo, sob diferentes intensidades de luz,
prevenindo o fotodano as células (Mulo et al., 2012; Heinz et al., 2016). Todas essas
caracteristicas importantes demonstram cumulativamente a capacidade desses microrganismos
para a sintese de metabolitos secundarios e compostos bioativos com aplicagdes em diversos
setores da sociedade, seja na agricultura (Oviedo-Olvera et al., 2023; Tham et al., 2023), na
composicao de alimentos humanos (Grahl et al., 2020), na industria cosmética (Castro et al.,
2023), ou na producdo de biocombustiveis emergentes (Marangon et al., 2023), bem como na

producdo de proteinas recombinantes (PRs) (Banerjee e Ward, 2022).

A producéo de PRs de alto valor em cianobactérias tem aumentado constantemente nos
altimos anos. Além das caracteristicas j& mencionadas, a capacidade natural de algumas
espécies de integrar genes exdgenos em seu genoma e a facilidade de manipulacdo genética

tornam esses microrganismos fotossintéticos plataformas atraentes na biofabricacdo em
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biologia sintética, como exemplificado pela espécie modelo Synechococcus elongatus PCC
7942 (Sproles et al., 2021; Banerjee e Ward, 2022). Na biologia sintética, como parte das pecas
essenciais para montar um vetor de expressdo de PR, os promotores sdo responsaveis por
controlar a forca de expressdo da proteina de interesse e podem ser induzidos de varias

maneiras, incluindo o uso de luz (Goodchild-Michelman et al., 2023).

Promotores que controlam genes relacionados ao fotossistema tém sua forgca de
expressao diretamente vinculada a intensidade da luz utilizada para o crescimento das cepas.
Sengupta et al. (2020), ao produzirem acido succinico usando o promotor PpsbA3 do gene
psbA3 em S. elongatus PCC 1180, alcancaram aumento de 40% no rendimento com intensidade
de luz de 300 umol.m=. s%. Li et al. (2018) avaliaram as respostas de varios promotores do
fotossistema para a produgdo de f-galactosidase recombinante em S. elongatus UTEX 2973 e
demonstraram que esses promotores respondem de maneira diferente em baixas (50 pumol.m=2.
s1) e altas (500 umol.m=. s) intensidades de luz, recomendando fortemente o uso desses

promotores induziveis por luz.

Até o momento, uma faixa de luz ideal e tempo de inducdo para esses promotores do
fotossistema ainda ndo foram definidos. O que se sabe é que a variagdo nas respostas desses
promotores pode estar relacionada a adaptacdo do aparato fotossintético, especialmente o
complexo do fotossistema IlI, como visto, por exemplo, com a expressdo de diferentes
isoformas da proteina D1, D1:1 e D1:2, que regulam a transcri¢do de genes em condicdes de
intensidade de luz distintas. Em S. elongatus, a isoforma D1:1 é codificada pelo gene psbAl
sob condigBes normais de cultivo com baixa intensidade de luz, enquanto a isoforma D1:2,
codificada pelos genes psbA2 e psbA3, é expressa em condicGes de estresse celular em

intensidades de luz elevadas (Mulo et al., 2012).

Numerosas lacunas ainda precisam ser preenchidas para aumentar o rendimento de
producdo de cianobactérias como biofébricas, em comparacdo com outros microrganismos
usados na producdo de PRs, como bactérias e leveduras (Cui et al., 2023). Sproles et al. (2021)
relataram que a engenharia genética e o fornecimento de recursos moleculares podem aumentar
o rendimento da biofabricacdo fotossintética, potencialmente reduzindo o atraso em
comparacdo com outras biofabricas usadas em aplicagdes biotecnoldgicas. Outro aspecto
importante é compreender como a incidéncia de luz afeta esses microrganismos fotossintéticos
na biofabricacdo de compostos, j& que respostas variadas podem ser encontradas em diferentes

intensidades de luz, comprimento de onda e fotoperiodo (Winayu et al., 2024), especialmente
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em relacdo a estabilidade da transcri¢do génica no aparato fotossintético (Mulo et al., 2012;
Muramatsu e Hihara, 2012).

Cui et al. (2023) argumentaram que o desenvolvimento de tecnologias de biofabricacéo
fotossintética em cianobactérias € baseado em trés abordagens principais: 1) triagem para
encontrar novas espécies que possuam caracteristicas desejaveis para aplicacOes
biotecnoldgicas; 2) engenharia para modificar, referindo-se a estudos biotecnol6gicos com o
objetivo de otimizar a producdo de metabdlitos naturais e ndo naturais; 3) estresse para ativar,
relacionado a inducdo dessas biofabricas sob condicdes estratégicas para o acumulo desses
metabolitos. O presente estudo esté totalmente alinhado com essas trés abordagens, visando
explorar o efeito de diferentes intensidades de luz em dois promotores do aparato fotossintético,
PpsbAl e PpsbA2, para otimizar a producdo de PRs em S. elongatus PCC 7942, assim como
definir o tempo ideal de inducdo desses promotores para obter 0 maior rendimento do PR

produzida.

2. Material e Métodos

2.1 Cepas e condicdes de cultivo

Neste estudo, foram utilizadas células Escherichia coli One Shot TOP10 Electrocomp
(Thermo Fisher Scientific), cultivadas a 37 °C em meio Luria-Bertani (LB) (Sambrook et al.,
1989) para a replicacdo das construcdes genéticas, suplementado com 100 pg/mL de
espectinomicina e agitacdo de 220 rpm. O meio BG-11 pH 7,6 (Rippka et al., 1979) foi usado
no cultivo do in6culo de Synechococcus elongatus PCC 7942 (Thermo Fisher Scientific),
mantido a 34 °C sem agitacéo sob luz fluorescente fria de 50 pmol.m2. s, Ao trabalhar com
cepas transgénicas, os meios de cultura foram suplementados com 10 pg/mL de
espectinomicina. A densidade 6tica (OD) de todas as culturas foi monitorada medindo a

absorbancia (750 nm) em espectrofotdmetro (BioMate 3, Thermo Fisher Scientific).

2.2 Construcéo do vetor

Os vetores utilizados como ponto de partida para a manipulagdo genética de S.
elongatus PCC 7942 foram pSyn 1 e pSyn_6, ambos presentes no kit Synechococcus
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GeneArt® (Thermo Fisher Scientific). A principal diferenca entre esses dois vetores esta nos
promotores constitutivos que controlardo a expressao da proteina de interesse. No plasmideo
pSyn_1, ha um promotor fraco derivado da subunidade adaptadora da bomba de efluxo RND
(Resistance Nodulation Division) de Synechocystis sp. PCC 6803, chamado PnrsB, enquanto o
promotor no plasmideo pSyn_6 é o PpsbALl de S. elongatus, que codifica a proteina D1:1 do

fotossistema I1.

Uma nova construcdo foi produzida inserindo um segundo promotor no plasmideo
pSyn_1, o promotor PpsbA2 que codifica a proteina D1:2 do fotossistema Il de Synechocystis
sp., para expressar a proteina recombinante verde fluorescente do coral Zoanthus sp. (ZsGreenl
ou zoanGFP). Isso resultou em uma construcao hibrida contendo ambas as regides promotoras

PnrsB e PpsbA2, que foi nomeada psbA2-ZsGreenl.

A construgdo psbA2-ZsGreenl foi usado como molde para isolar o fragmento da
proteina verde fluorescente ZsGreenl por PCR, utilizando os iniciadores PNI - For e RRNB -
Rev, detalhados na Tabela 1. O produto de PCR e o vetor pSyn_6 foram digeridos usando as
enzimas de restricdo BamHI e Kpnl (Thermo Fisher Scientific) e ligados usando a DNA ligase
T7 (Thermo Scientific), resultando na construgdo denominada psbAl-ZsGreenl. Todos 0s
fragmentos de DNA foram purificados (kit de purificacdo de DNA GFX PCR e gel, GE
HealthCare), quantificados (Fluorimetro Qubit, Thermo Fisher Scientific) e os procedimentos

foram realizados de acordo com os protocolos dos fabricantes.

2.3 Transformacao de S. elongatus PCC 7942

As construgdes desenvolvidas foram transformados em S. elongatus PCC 7942
seguindo o protocolo do ja citado kit Synechococcus Gene Art. Um indculo de S. elongatus
PCC 7942 selvagem transformado sem as construcdes genéticas foi utilizado como controle
negativo. Apoés a etapa de transformacéo, as amostras foram semeadas em agar BG-11 a 1,5%,
suplementado com 10 pg. mL* de espectinomicina.

2.4 Confirmacao da integracdo genémica

Para a confirmacdo da integracdo gendmica, 0 DNA gendmico dos transformantes de

S. elongatus foi extraido a partir do aquecimento a 95 °C por 5 minutos de uma amostra de 10
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pL de cultivo, centrifugada e o sobrenadante foi utilizado como molde para reacdes de PCR.

O DNA gendmico de S. elongatus selvagem foi utilizado como controle negativo. As reacdes

de PCR foram conduzidas nas seguintes condigdes: 94 °C por 120 s, seguido por 35 ciclos de

94 °C por 30 s, 50 °C por 30 s e 72 °C por 90 s, com uma extenséo final de 72 °C por 5 min.

Os iniciadores utilizados, s7942 - For e s7942 - Rev, estdo detalhados na Tabela 1.

Tabela 1. Iniciadores utilizados nas reacdes de PCR, RT-gPCR e identificag&o de integracdo gendmica.

Primers

Sequéncia (5'-3")

PCR amplicon (pb)

PNI - For

RRNB - Rev

S7942 - For

57942 - Rev

ZsGreenl - For

ZsGreenl - Rev

RPOD - For

RPOD - Rev

RNPB - For

RNPB - Rev

ctcggtctgatvttagcggggga
gcgctacggcegtttcacttctga
tgctgcgtaacategttggct
atgtgatcggaaccctgaccgt
gaccaaggagatgaccatgaagta
ccggtgatcacgaacttgtg
gagcaagcaagtcagcgatttg
tgagcccgcaaccacgate
gtgaggagagtgccacagaa

taagccgggttctgttctct

1215

1400

69

272

224

2.5 Deteccgdo da fluorescéncia de S. elongatus PCC 7942

As cepas de S. elongatus PCC 7942 transformadas com plasmideos contendo o gene

zsgreenl foram avaliadas utilizando um microscépio de epifluorescéncia invertido (Olympus®

1X81), equipado com uma cdmera (CCD Olympus DP72).

2.6 Crescimento das cepas de S. elongatus PCC 7942
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Para monitorar o efeito dos transgenes no crescimento das cepas de S. elongatus PCC
7942, foram realizados cultivos em triplicata das cepas contendo as duas construcoes (psbA1l-
ZsGreenl e psbA2-ZsGreenl), juntamente com o cultivo selvagem (controle). O
monitoramento foi realizado a cada dois dias, utilizando espectrofotometro (BioMate 3,
Thermo Fisher Scientific) a um comprimento de onda de 750 nm ao longo de 10 dias, iniciando
com uma média de ODz7so de 0,130 (£0,003). Além disso, 1 ml de cultura foi coletado, fixado
com 80 pL de solucdo de Lugol (Utermohl, 1958), para contagem de células em camara de
Neubauer, utilizando microscépio (Olympus CX41) de bancada.

2.7 Inducédo de promotores com diferentes intensidades de luz

Para avaliar a resposta dos promotores do aparato fotossintético e a expressdo da
ZsGreenl sob varias densidades de fluxo de fétons, foram realizados experimentos em
triplicata utilizando luz fluorescente fria em trés intensidades diferentes: luz baixa (50 pmol.
m2. s1), luz média (250 pmol. m2. s1) e luz alta (500 umol. m?. s1), conforme determinado

pelos estudos de Mulo et al. (2012) para essa espécie de cianobactéria.

A densidade otica inicial (OD7s0) do experimento foi de aproximadamente 0,5 em todas
as réplicas. O experimento teve inicio com uma etapa inicial onde todas as réplicas foram
mantidas durante 24 h sem exposicao a luz, periodo necessario para a estabilizacdo da familia
de genes psbA (Mulo et al., 2012), e feito a coleta de material, constituindo assim o tratamento
controle. Apds esse periodo, as culturas foram distribuidas entre os tratamentos, com duracao
de 48 horas, e pontos de amostragem em 0, 6, 12, 24 e 48 h para analise de expressao génica.
Medidas de radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR, do inglés Photosynthetically active
radiation) foram obtidas usando um medidor LI-250A acoplado a um sensor quantico esférico

L1-193, para ajustar as intensidades de luz apropriadas.

2.8 Expressao génica

Para avaliar o efeito de diferentes intensidades de luz nos dois promotores em estudo,
a expressdo do gene reporter zsgreenl foi quantificada. O RNA total foi extraido de 30 mL de
cultura de cada réplica usando Trizol (Invitrogen) e subsequentemente tratado com DNAse |
(Invitrogen). O cDNA foi sintetizado a partir de 1 pg de RNA usando o kit de Transcricao

Reversa de cDNA de Alta Capacidade (Applied Biosystems) e quantificado com o fluorimetro

74



0 N o o B~ W N PP

10

11
12
13
14
15

16
17
18
19
20
21

22

23

24
25
26
27
28
29
30
31

Qubit (Invitrogen). A anélise de expressao foi realizada por PCR quantitativo em tempo real
(gPCR) usando o kit PowerUP SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems) nas seguintes
condigdes: 50 °C por 120 s, 95 °C por 120 s, seguido por 40 ciclos de 95 °C por 15s e 60 °C
por 60 s. Os genes normalizadores enddgenos, rpod e rnpb, responsaveis pela codificacdo da
subunidade Delta da RNA polimerase e da subunidade R da ribonuclease P, respectivamente,
foram utilizados para normalizar a analise de expressdo génica, e os resultados foram
analisados pelo método 244CT (Livak e Schmittgen, 2001). Todas as etapas seguiram o
protocolo do fabricante, e os iniciadores utilizados estdo descritos na Tabela 1.

2.9 Medicao da fluorescéncia de ZsGreenl

Os resultados da expresséo génica foram utilizados para definir o tempo de exposi¢édo
suficiente para obter os melhores resultados para a proteina ZsGreenl. Assim, 0 experimento
foi iniciado com o OD7s de aproximadamente 0,5 nas culturas, que também foram submetidas
a 24 h de restricao de luz, e em seguida induzidas por 6 h nas trés intensidades de luz estudadas:

luz baixa (50 pmol. m?2. s1), luz média (250 umol. m2. s) e luz alta (500 umol. m2. s2).

Apds a inducdo, as réplicas foram novamente mantidas sem exposicao a luz para evitar
a influéncia da inducdo externa de luz além do periodo de 6 h, e entdo a fluorescéncia foi
monitorada por 48 h, com coletas a cada 24 h. As leituras foram realizadas usando placas pretas
em um leitor de microplacas hibrido (Biotek Synergy® H1) a um comprimento de onda de
excitacdo de 493 nm e emissdo de 505 nm, sendo os valores de densidade OD7so de cada cultura

utilizados para normalizar os dados de fluorescéncia.

2.10 Andlise estatistica

Os resultados correspondentes ao crescimento e fluorescéncia foram obtidos em
experimento em triplicata. Os dados de expressdo de genes foram obtidos a partir de trés
subamostras coletadas de cada réplica, totalizando n=9 em cada tratamento. Todos os dados
encontrados nas andlises foram submetidos a testes de normalidade (Shapiro-Wilk e
Kolmogorov-Smirnov) e homogeneidade de variancias (teste de Levene). Uma vez que as
premissas para a analise foram atendidas, os resultados foram testados por meio de ANOVA
unifatorial seguida pelo teste de comparacdo de médias de Dunnett, ja que a média de cada

tratamento foi comparada apenas ao grupo controle. Os dados de crescimento séo apresentado
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com médiatdesvio padrdo, e os dados de expressdo génica e fluorescéncia como médiaterro
padrdo. O nivel de significancia considerado foi p<0,05, e todos os testes foram realizados no
software GraphPad Prism 9.0 (GraphPad Software).

3. Resultados

3.1 Integracdo genémica e fluorescéncia em S. elongatus PCC 7942

Duas constructes foram produzidas com diferentes promotores que controlam genes
envolvidos no fotossistema 11, psbAl-ZsGreenl (promotor PpsbAl) e psbA2-ZsGreenl
(promotor PpsbA2), ambos expressando a proteina verde fluorescente ZsGreenl (Fig. 1a e 1d).
A confirmacao da fluorescéncia das cepas transgénicas também foi observada em coldnias e
em meio liquido, utilizando microscopio de fluorescéncia, com a deteccdo de fluorescéncia nas
células (Fig. 1b). Os resultados de PCR mostram que o gene zsgreenl foi integrado ao genoma
de S. elongatus PCC 7942, confirmando a eficiéncia natural dessa espécie em integrar genes
exogenos. A confirmacdo mostrou um fragmento de 1,4 kb, que corresponde a regido entre a
proteina de membrana integral que regula a condutancia de cations em S. elongatus PCC 7942
(Synpcc7942_2499) e o gene que confere resisténcia ao antibidtico espectinomicina (gene
aadA: proteina de resisténcia aminoglicosideo AadA), presente em ambos 0s vetores de

expressao (Fig. 1c).

A ZsGreen1

ZsGreen1

C

1kbplus 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 i

1.4 kb»
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Figura 1. A: Caracteristicas da construcdo genética psbA2-ZsGreenl, onde: NS1b: sitio de recombinagdo
homologa; pUC ori: Origem de replicacdo bacteriana; NSla: sitio de recombinagdo homdloga; aadA: gene de
resisténcia a antibidtico; pnrsB: promotor do gene da subunidade adaptadora da bomba de efluxo RND; psbA2:
promotor da proteina D1:2 do fotossistema Il de Synechocystis sp. PCC 6803; ZsGreenl: proteina verde
fluorescente; rrnB: regido de terminacdo da transcricdo. B: Caracteristicas da construcdo genética psbA2-
ZsGreenl, onde: NS1b: sitio de recombinacdo homéloga; RP4/ RK2: local bom, facilita a conjugacéo bacteriana;
pUC ori: Origem de replicacdo bacteriana; NSla: sitio de recombinagdo homologa; aadA: gene de resisténcia a
antibidtico; pnrsB: promotor do gene da subunidade adaptadora da bomba de efluxo RND; psbA2: promotor da
proteina D1:1 do fotossistema Il de Synechococcus elongatus; ZsGreenl: proteina verde fluorescente; rrnB: regido
de terminacdo da transcrigdo. C: Eletroforese de confirmag&o da integracdo das constru¢es no genoma de genoma
de Synechococcus elongatus PCC 7942, 1 Kb Plus DNA Ladder; 1 a 3: pshAl-ZsGreenl; 4 a 6: pshA2-ZsGreenl,;

7 a9: S. elongatus selvagem; 10: Controle negativo. D: ldentificagdo de fluorescéncia em células de S. elongatus

PCC 7942 em meio liquido, cepa pshA2-ZsGreenl (i e ii), e cepa pshA1-ZsGreenl (iii e iv).

3.2 Efeitos da transgenia no crescimento celular

Para avaliar se a presenca de DNA exogeno afetaria o crescimento das cianobactérias,
foi realizado um monitoramento de 10 dias, comegando a contagem celular a partir de um
ODy7s0 de 0,130 (+0,003). Durante esse periodo, constatou-se que a inclusdo do gene zsgreenl
no genoma de S. elongatus ndo teve impacto negativo no crescimento das col6nias quando
comparado ao grupo controle (cepa selvagem). Ndo foi observada diferenca significativa
(p>0,05) tanto para a densidade celular (células/mL) (Fig. 2a) quanto para ODz7so (Fig. 2b) nas
cepas contendo as construcdes genéticas pshAl-ZsGreenl e pshA2-ZsGreenl.
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Figura 2. Curvas de crescimento de Synechococcus elongatus PCC7942. Avaliacdo do efeito da integracdo de
dois construtos, psbAl-ZsGreenl (promotor PpsbAl, relacionado a proteina D1:1 do fotossistema Il de S.
elongatus) e pshA2-ZsGreenl (promotor PpshA2, relacionado a proteina D1:2 do fotossistema Il de Synechocystis
sp.), na densidade celular (10* cels /mL) (A) e no OD7so nm (B), em relagéo ao grupo controle, cultura selvagem.

Dados apresentados como média + desvio padrdo da média.

3.3 Intensidades de luz na expressao génica

Trés intensidades de luz diferentes foram testadas para avaliar as respostas dos
promotores do aparato fotossintético quando induzidos a expressar a proteina verde

fluorescente ZsGreenl (Fig. 3). A inducdo com luz baixa (50 pmol. m™. s) néo resultou em
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diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) em comparagdo com o grupo controle (coleta
na fase escura) para nenhuma das cepas (Fig. 3a). Era esperado que, nessa intensidade de luz,
a cepa psbA1-ZsGreenl com o promotor PpsbAl gerasse maior transcri¢cdo de zsgreenl, uma
vez que o0 gene pshAl é mais expresso em condi¢des de luz baixa.

Sob luz média (250 umol. m2. s1), a quantidade de transcritos ndo apresentou diferenca
em relacdo aos tempos de exposi¢do quando comparada ao tempo controle (p>0,05) para a cepa
psbAl-ZsGreenl (Fig. 3b). Para psbA2-ZsGreenl com o promotor PpsbA2, o ponto de 6 h
apresentou diferenca significativa em relacdo ao controle (p=0,0019); entretanto, ndo foi

observada diferenga nos outros tempos analisados (p>0,05) (Fig. 3b).

A indugdo com luz alta (500 pmol. m2. s%) resultou no melhor desempenho para a
producdo da proteina fluorescente com a cepa psbhA2-ZsGreenl. Para a cepa psbA1-ZsGreenl,
ndo foi observada diferenca estatistica nos tempos de exposi¢do em comparagao com o tempo
controle (p>0,05) (Fig. 3c). No entanto, ao analisar o grafico de transcricdo da cepa psbA2-
ZsGreenl nessa intensidade, identificamos o melhor tempo de inducdo do promotor PpsbA2,
com a maior quantidade de transcritos encontrada no ponto de 6 h, estatisticamente diferente
em relacdo ao tempo controle (p=0,0212). Os outros tempos de coleta ndo apresentaram
diferenga (p>0,05) (Fig. 3c).
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Fig. 3. Expressdo relativa do gene zsgreenl com inducéo de diferentes intensidades de luz e tempos de exposicéo,
para as cepas transgénicas psbA1-ZsGreenl e psbA2-ZsGreenl. A: Inducdo com luz baixa (50 umol. m?. s%). B:
Indugdo com luz média (250 umol. m2. s%). C: Indugdo com luz alta (500 umol. m2. s%). A cepa psbA1-ZsGreenl,
possui o promotor PpsbAl, relacionado a proteina D1:1 do fotossistema Il de S. elongatus, e a cepa psbA2-
ZsGreenl, possui o promotor PpsbA2, relacionado a proteina D1:2 do fotossistema Il de Synechocystis sp.
Diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) nos niveis de expressdo génica nos tempos de coleta em relacdo
ao grupo controle em diferentes intensidades de induc¢do do promotor s&o indicadas por asteriscos (* p < 0,05; **

p<0,01; teste ANOVA unifatorial seguido de Dunnett). Dados apresentados como média + erro padrdo da média.

3.4 Intensidades de luz nos niveis de fluorescéncia

A fluorescéncia da ZsGreenl foi avaliada com base no melhor tempo de exposicéo
encontrado na analise de expressdo génica, e assim, apds 6 h de exposicao a trés intensidades
de luz diferentes, luz baixa (50 umol. m™2. s?), luz média (250 pmol. m2. s, luz alta (500
umol. m2. %), a fluorescéncia foi monitorada por 48 h (Fig. 4). A fluorescéncia produzida pela
cepa psbAl1-ZsGreenl ndo diferiu (p>0,05) do controle nas trés intensidades de luz, para ambos
os tempos de leitura (Figs. 4a, b, c). Os valores de fluorescéncia obtidos na cepa psbA2-
ZsGreenl foram mais evidentes, como esperado, dada a expressdo do gene zsgreenl observada.
Foi constatado aumento significativo na fluorescéncia diaria para cada intensidade de luz
quando comparada diretamente ao controle, tornando-se mais evidente essa diferenga no tempo
de 48 h de leitura, tendo maior pico de fluorescéncia produzida com a exposicdo a luz alta
(p<0,05; p<0,0001) (Figs. 44, b, c).

Figura 4. Unidades de fluorescéncia (FU) da proteina verde fluorescente ZsGreenlcom inducdo de diferentes
intensidades de luz e tempos de exposicao, para as cepas transgénicas pshAl-ZsGreenl e pshA2-ZsGreenl. A:
Indugdo com luz baixa (50 umol. m2. s%). B: Indug&o com luz média (250 umol. m™. s%). ¢) Indugdo com luz alta
(500 umol. m. s'1). A unidade de fluorescéncia foi determinada pela leitura no comprimento de onda de excitacéo
de 493 nm e emissdo de 505 nm, normalizada pelos valores de densidade dtica OD7so. Diferengas estatisticamente
significativas em relagcdo somente ao grupo controle (tempo 0h) (p<0,05) nos niveis de fluorescéncia em cada
tempo de coleta (h) para cada intensidade de inducéo, séo indicadas por asteriscos (* p<0,05; ** p<0,01; ***
p<0,001; **** p<0,0001; teste ANOVA unifatorial seguido de Dunnett). Dados apresentados como média + erro

padrdo da média.

4. Discussao
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Como estratégia para otimizar a producdo de proteinas recombinantes em S. elongatus
PCC 7942 como modelo de biofabrica, foi estudada a eficiéncia de dois promotores
relacionados as isoformas D1:1 e D1:2 dos genes psbAl e psbA2, respectivamente. Esses
promotores foram escolhidos devido a necessidade de utilizar promotores nativos fortes
induzidos pela luz, que segundo Li et al. (2018), elimina a necessidade de usar agentes
indutores potencialmente tdxicos para a producédo de proteinas recombinantes. Assim, foram
produzidas duas construgGes genéticas, psbAl-ZsGreenl (promotor PpsbAl) e psbA2-
ZsGreenl (promotor PpsbA2), ambas conduzindo a expressdo do gene repOrter zsgreenl, que

codifica a proteina verde fluorescente ZsGreenl.

A capacidade de integrar eficientemente genes exdgenos em seu genoma tem sido um
fator determinante no uso de espécies de cianobactérias em aplicacbes biotecnoldgicas. S.
elongatus PCC 7942 possui competéncia natural para a transformacéo, tornando-se, assim, uma
espécie modelo ideal para estudos em biologia sintética (Vioque, 2007). Ao integrar as
construcdes produzidas neste trabalho no genoma de S. elongatus PCC 7942, verificou-se que
a presenca do gene exdgeno ndo trouxe nenhum efeito negativo no crescimento das cepas
transformadas, confirmando, assim, a capacidade de expressar proteinas recombinantes.
Carbonell et al. (2019) relataram que a integracdo gendmica de duas variantes do gene da
enzima formadora de etileno (efe) também ndo trouxe nenhum impacto negativo no
crescimento de S. elongatus PCC 7942 quando comparado com a cepa selvagem, reforgando o

uso desse modelo para a producdo fotoautotréfica de biocompostos recombinantes.

O vetor comercial pSyn 6 (Thermo Fisher Scientific), contendo o promotor
constitutivo do gene psbAl de S. elongatus, foi utilizado neste estudo para gerar a cepa psbA1-
ZsGreenl. Mesmo esse promotor sendo ativamente induzido sob luz baixa (125 pmol. m™2. s°
1y (Mulo, 2012), ndo encontramos aumento na transcricdo de zsgreenl em resposta a
intensidades de luz baixa ou média (50 e 250 pmol. m2. s1). Apds 24 h no escuro, de maneira
geral, a luz baixa parece ndo ter efeito significativo na quantidade de transcritos (p>0.05),
independentemente do tempo de inducédo e da intensidade de luz. Da mesma forma, Li et al.
(2018) também ndo encontraram resultados significativos no nivel transcricional do gene
reporter lacZ, que codifica uma B-galactosidase, apos a inducdo do promotor Ppsbhal em luz
intensa (500 umol. m2. s!) para S. elongatus UTEX 2973. Embora esses autores ndo tenham
avaliado a relagdo entre intensidade de luz e tempo de indu¢do como no presente estudo,
podemos verificar que o promotor PpsbAl nédo parece responder da mesma forma que o gene
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psbAl no aparato fotossintético natural de S. elongatus, conforme observado na literatura
(Mulo et al., 2009; Mulo et al., 2012, Muramatsu e Hihara, 2012).

Outra hipotese testada neste estudo é que o uso do promotor PpsbAz2, relacionado a
isoforma D1:2 do complexo do fotossistema |1, otimizaria a producéo de PR sob intensidades
de luz alta. O promotor utilizado na geracdo da cepa psbA2-zsGreenl foi isolado de
Synechocystis sp., no qual o gene psbA2 é transcrito tanto em intensidades de luz baixa quanto
alta (Constant et al., 1997). Em geral, esse promotor pareceu ser mais eficaz na producédo de
PR nas cianobactérias estudadas aqui, em comparacdao com o promotor PpsbAl. Avaliar a
intensidade de luz em relagdo ao tempo de exposicao foi essencial para definir as melhores
condicdes de inducéo usando este promotor, uma vez que os resultados indicam que um tempo
de inducdo mais longo nem sempre resulta em uma maior quantidade de transcritos do gene
zsgreenl. Sob intensidade de luz média e alta, o tempo de 6 horas mostrou-se mais eficaz para
obter o maior nivel de expressdo. Esse aumento pode estar relacionado a capacidade de
crescimento de S. elongatus PCC 7942 nessas faixas de luz mais intensas, conforme
demonstrado por Ungerer et al. (2018), ao analisar a tolerancia a luz e as taxas maximas de
crescimento de duas espécies de cianobactérias, concluindo que S. elongatus PCC 7942 possui
crescimento consideravel na faixa de densidade de fotons entre 200 e 600 pmol. m?. s, Outro
fator importante que pode ter levado a ativacdo desse promotor estd relacionado ao
recrutamento do gene psbA2 e, consequentemente, do promotor PsbA2 usado para expressar a
ZsGreenl, para uma aclimatacdo adequada ap6s a mudanca de um ambiente restrito a luz para
a exposicao a uma luz mais intensa (Mulo et al., 2012). De acordo com Constant et al. (1997),
essa mudanca brusca de exposi¢do para a luz pode gerar um pico na transcri¢cdo de psbA2, e
quando esse estresse luminoso é mantido por um longo periodo, observa-se a estabilidade do
MRNA de psha2, reduzindo sua transcri¢do. 1sso explica os valores mais altos de expressao de

zsgreenl no tempo de 6 h, seguido por uma diminui¢do nos tempos posteriores.

Em relacdo aos resultados de fluorescéncia encontrados para as duas cepas estudadas,
verifica-se uma certa semelhanga com os resultados de expressdo génica. Os niveis de
fluorescéncia da cepa com a construgdo psbAl-ZsGreenl foram menores durante as 48 h de
monitoramento, ao contrario do psbA2-ZsGreenl, que mostrou diferenca significativa mais
evidente as 48 h para as trés intensidades de luz testadas, em comparagdo com o controle.
Segundo Mulo et al. (2012), ap6s tratamentos de condic¢Bes de estresse responsivas a luz, a
traducdo da proteina ndo segue 0 mesmo comportamento de estabilizacdo observado na

transcricao, e isso se torna visivel quando observamos o aumento da fluorescéncia as 48 h na
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cepa psbA2-ZsGreen, em todas as trés intensidades de luz, especialmente com luz intensa. A
falta de diferenca nos resultados com psbA1-ZsGreenl em relacdo ao controle corresponde aos
encontrados na expressdo génica. Li et al. (2018) também ndo observaram diferencas na
atividade da p-galactosidase em S. elongatus UTEX 2973, usando o promotor PpsbA1l, tanto

em luz baixa (50 umol. m™2. s) quanto em luz alta (500 pmol. m?2. s?).

Neste estudo, demonstramos a importancia do momento e da intensidade da luz
utilizada para induzir a producdo de PRs, utilizando dois promotores relacionados ao
fotossistema I, para a cianobactéria S. elongatus PCC 7942. Dados como os apresentados neste
estudo sdo importantes ao trabalhar com promotores de genes que variam sua forca sob variadas
intensidades de luz, além de auxiliar no desenvolvimento de ferramentas para aprimorar a
producdo de metabdlitos naturais e ndo naturais nesses microrganismos. Goodchild-Michelman
et al. (2023), em sua revisdo, discutiram a importancia e as ferramentas de biologia sintética
usadas para tornar as cianobactérias biofabricas mais eficientes, destacando a necessidade de
mais estudos que busquem desbloquear o potencial completo desses microrganismos para sua
aplicacdo na industria.

5. Concluséo

No presente estudo, demonstramos as melhores condi¢des para a producdo de uma
proteina de interesse usando promotores relacionados ao fotossistema Il na cianobactéria S.
elongatus PCC 7942. O promotor PpsbA2, quando induzido por 6 h em intensidade de luz mais
alta (500 umol. m2 s71), pode resultar em quantidades maiores da proteina de interesse, quando
comparado com o promotor comercialmente utilizado PpsbAl. Essa combinacdo pode
melhorar o desempenho da cianobactéria S. elongatus PCC 7942 como biofébrica de proteinas

recombinantes.
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Resumo

O presente estudo aborda a utilizacdo de campos magnéticos (CMs) para a maximizagdo da
producdo de proteinas recombinantes (PRs) na cianobactéria Synechococcus elongatus PCC
7942. Para tanto, uma cepa de S. elongatus geneticamente modificada foi utilizada como
modelo experimental. Tal cepa foi transformada com uma construcéo genética constituida pelo
promotor PpsbA2 (associado a proteina D1:2 do fotossistema Il) direcionando a expressdo do
gene que codifica a proteina verde fluorescente ZsGreenl. Culturas da cianobactéria
transformada foram submetidas a um CM de 30 (mT) e avaliadas quanto aos niveis de
transcricdo do gene zsgreenl e, também, quanto aos niveis de fluorescéncia da proteina
recombinante. Na comparagcdo com as cianobactérias cultivadas na auséncia do CM, observou-
se aumento significativo nos niveis de transcricdo em 45% e da fluorescéncia em até 28%,
indicando um efeito importante na capacidade da biofabrica produzir PR. A utilizacdo de
cianobactérias associadas a aplicacdo de CM como uma abordagem ndo toxica, econémica e
ambientalmente sustentavel pode representar um avanco significativo na producéo de PRs, cuja
fonte principal de carbono é o CO, atmosférico.

Palavras-chave: campos magnéticos, promotor livre de indutor quimico, manipulacdo

genética, aplicacbes biotecnologicas.
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1. Introducéo

A introducdo de microrganismos fotoautotroficos em aplicagfes industriais € uma
realidade em um momento em que as inddstrias buscam cada vez mais tornar esses processos
mais sustentaveis ambientalmente (Brasil et al., 2017; Torres-Tiji et al., 2020). As
cianobactérias sdo atualmente a matéria-prima em muitos processos biotecnoldgicos visando a
producdo de biomoléculas e compostos de interesse comercial, contribuindo de maneira
sustentavel também para o consumo de CO> quanto para o aumento da biomassa (Li et al.,
2022, Nascimento et al., 2023). A producao fotoautotrofica de proteinas recombinantes (PRS)
tem mostrado excelentes resultados (Azevedo et al., 2019; Dehghani et al., 2020; Barolo et al.,
2020). No entanto, o aumento no rendimento de producao é um desejo na industria como um
todo, visto que é essencial para que essas biofabricas celulares alcancem bons rendimentos em

menos tempo (Dabros et al., 2010).

Assim, surge a necessidade do desenvolvimento de novas estratégias e metodologias
que busquem a otimizacdo desses processos biotecnoldgicos, como as ferramentas
desenvolvidas pela engenharia genética e biologia sintética (Brasil et al., 2017; Sproles et al.,
2021). Banerjee e Ward (2022) relataram que atualmente muitas dessas estratégias estdo
focadas em abordagens genéticas, como o uso de vetores de expressdo robustos e integracdo
no genoma da biofabrica, mas é necessario explorar novas condicdes de cultivo que contribuam
ainda mais para essas estratégias de engenharia genética. A aplicacdo de campos magnéticos
(CMs) se apresenta como uma ferramenta emergente com o potencial de influenciar
positivamente diversos processos bioldgicos (Sincak et al., 2023). Além de influenciar
organismos vivos, 0s CMs também podem ter algum efeito nas caracteristicas fisico-quimicas
da agua e do meio de cultura. Sua aplicacdo contribui para a manutencdo homeostatica em
sistemas de cultivo, ou no tratamento de aguas residuais, reduzindo a turbidez e eliminando
impurezas (Wang et al., 2018; Poshtarenko, 2021).

Apesar dos mecanismos de acdo dos CM sobre os microrganismos ndo serem bem
compreendidos, essa ferramenta oferece véarias vantagens, como a auséncia de toxicidade,
baixo custo de implementacéo e a ndo formacao de poluentes secundarios (Zhang et al., 2017).
A literatura relata os efeitos positivos do uso de CM nos niveis transcricionais e,
consequentemente, o desencadeamento de diferentes respostas metabdlicas, aumentando a
producdo de compostos de interesse, como carboidratos, lipidios, proteinas, pigmentos etc., em

diferentes espécies de microrganismos (Santos et al., 2022). Portanto, o objetivo deste trabalho
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é incrementar a producdo de PRs na cianobactéria Synechococcus elongatus PCC 7942, com a

aplicacdo de campos magnéticos.

2. Material e Métodos

2.1 Cepas e condicdes de cultivo

Durante o processo de manipulacdo genética, foram utilizadas células de Escherichia
coli One Shot TOP10 Electrocomp (Invitrogen) em meio Luria-Bertani (LB) (Sambrook et al.,
1989) a 37 °C, com agitacao de 220 rpm; e Synechococcus elongatus PCC 7942 (Thermo Fisher
Scientific) em Meio BG-11 (Rippka et al., 1979) a 34 °C, sob luz fluorescente branca fria a 50
umol m2. s, As culturas transgénicas de E. coli e S. elongatus PCC 7942 foram suplementadas
com 100 e 10 pg mL™ de espectinomicina, respectivamente. O crescimento das cianobactérias
foi monitorado pela medida de absorbancia (750 nm) em espectrofotémetro (BioMate 3,

Thermo Fisher Scientific).

2.2 Vetores e transformacéao de S. elongatus PCC 7942

O vetor pSyn_1 (Thermo Fisher Scientific) foi utilizado para montar a construgéo
genética psbhA2-ZsGreenl. Neste vetor, um novo promotor, PpsbA2, foi inserido, isolado da
proteina D1:2 do fotossistema Il da cianobactéria Synechocystis sp., juntamente com o
fragmento génico que codifica a proteina verde fluorescente do coral Zoanthus sp. (ZsGreenl
ou zoanGFP), utilizando as enzimas de restricdo EcoRI e Kpnl (Biolabs).

A construgdo psbA2-ZsGreenl foi transformada em um indculo selvagem de S.
elongatus PCC 7942 seguindo o protocolo do Gene Art Synechococcus Engineering kit
(Thermo Fisher Scientific) e plaqueado em agar BG-11 a 1,5%, suplementado com 10 pg. mL"

! de espectinomicina.

2.3 Configuracao experimental

Um estudo prévio do nosso grupo de pesquisa, sobre inducdo com diferentes

intensidades de luz para o promotor PpsbA2 demonstrou que, sob luz intensa (500 pmol m.
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s'1), ha aumento na producdo da PR ZsGreenl (dados n&o publicados). Como forma de induzir
ainda mais a producao dessa PR com esse promotor, culturas da cepa psbA2-ZsGreenl foram
expostas a campos magnéticos de 30 mT (CM30) sob intensidade de luz intensa (500 pmol m
2. s1), e a expressdo do gene zsgreenl e os niveis de fluorescéncia dessa proteina foram

analisados.

O experimento teve inicio quando as culturas atingiram densidade de OD7so médio de
0,512 (£0,005) passando por uma fase preliminar de restricao de luz de 24 h para estabilizacédo
do gene promotor pertencente a familia psbA (Mulo et al. 2012). Apoés esta fase, 0 promotor
foi induzido intensidade de luz intensa de 500 pmol m=2. s por 6 h, em dois tratamentos em
triplicata, com e sem exposi¢do a CM30. Esta exposicao foi realizada com o uso de imds de
ferrite com intensidade de 30 mT (150 x 50 x 10 mm) na base dos reatores, uma vez que 0S
efeitos positivos dessa intensidade no fotossistema Il ja foram comprovados (Deamici et al.
2019). A intensidade de CM30 foi medida com medidor de CM (Global Mag, TLMP-HALL

05 K), e para o tratamento sem CM30, apenas o CM terrestre (0,005 mT) foi considerado.

2.4 Expressao génica e niveis de fluorescéncia

Amostras de 30 mL de cada réplica foram coletadas para analise da expressdo génica
apo6s o periodo de inducdo de 6 h. O RNA total foi extraido seguindo o protocolo Trizol
(Invitrogen), tratado com DNase | (Invitrogen) e 1 pg foi utilizado para a sintese de cDNA
usando o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems). A expressao
foi medida por PCR quantitativo em tempo real (QPCR), utilizando o kit PowerUP SYBR
Green Master Mix (Applied Biosystems). A normalizagdo da andlise foi realizada com dois
genes enddgenos: rpod, que codifica a subunidade Delta da RNA polimerase e rnpb, que
codifica a subunidade R da ribonuclease P. Os dados foram analisados pelo método 2-4A¢T
(Livak e Schmittgen, 2001) e os primers utilizados estdo descritos na Tabela 1. Para avaliar os
niveis de fluorescéncia, 0 monitoramento foi realizado antes da inducdo (tempo Oh) e apos a
inducdo em 24 e 48h, o tempo estimado para a maturacdo da proteina fluorescente. Placas
pretas foram utilizadas para as leituras, empregando um leitor de microplacas hibrido (Biotek
Synergy® H1) com comprimento de onda de excitagdo de 493 nm e emisséo de 505 nm. Os
dados obtidos foram normalizados para os valores de densidade de OD7s0 nm de cada réplica.

Os resultados de ambas as anélises foram testados usando o teste t de Student ndo pareado, com
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um valor de significancia considerado em p<0,05 utilizando o software GraphPad Prism 9.0
(GraphPad Software).

Tabela 1. Iniciadores utilizados nas rea¢@es de PCR, gPCR e identificagdo de integracdo gendmica.

Primers Sequéncia (5'-3') PCR amplicon (pb)
| |

PNI - For ctcggtctgatvttagcggggga

1215
RRNB - Rev gcgctacggcgtttcacttctga
s7942 - For tgctgcgtaacatcgttggct

1400
S7942 - Rev atgtgatcggaaccctgaccgt
ZsGreenl - For gaccaaggagatgaccatgaagta

69
ZsGreenl - Rev ccggtgatcacgaacttgtg
RPOD - For gagcaagcaagtcagcgatttg

272
RPOD - Rev tgagcccgcaaccacgatc
RNPB - For gtgaggagagtgccacagaa

224
RNPB - Rev taagccgggttctgttctct

3. Resultados e Discussao

Os resultados do presente estudo indicam que o CM30 foi eficaz na otimizacéo da
producdo da proteina ZsGreenl usando o promotor PpsbA2. Houve aumento significativo de
45% (p=0.0013) na quantidade de transcritos apds 6 h de indugdo em comparagdo com o0 grupo
sem CM30 (Figura 1a). Esse aumento também é observado nos dados de fluorescéncia, a
exposi¢do ao CM30 resultou em aumento significativo de 25% em 24 h (p=0.0250) e 28% em
48 h (p=0.0176) (Figura 1b).
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Figura. 1 A: Expressdo do gene zsgreenl na cepa psbA2-ZsGreenl ap6s 6 horas de indugdo com intensidade de
luz de 500 umol m -2 s %, normalizada pelos genes endégenos rpod e rnpb, que codificam a subunidade Delta da
RNA polimerase e a subunidade R da ribonuclease P, respectivamente; B: Cinética de maturagdo ao longo de 48
horas ap6s indugdo com intensidade de luz de 500 pmol m 2 s ** da proteina verde fluorescente ZsGreenl. Foram
utilizadas duas condigdes de exposicdo em ambas as analises: Sem campo magnético e com campo magnético de

30 mT. O grupo psbA2-ZsGreenl possui 0 promotor PpsbA2, relacionado a proteina D1:2 do fotossistema 1l de
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Synechocystis sp. Diferencas estatisticamente significativas sdo indicadas por asteriscos e os resultados séo

apresentados como média xerro padrdo (p<0,05*; p<0,01**; teste t de Student).

Nascimento et al. (2023) avaliaram o efeito do CM de 30 mT aplicado 24 h por dia, no
metabolismo de S. elongatus PCC 7942, e encontraram resultados satisfatérios em relacdo aos
niveis de proteina total e dos pigmentos C-ficocianina e aloficocianina, demonstrando que 0s
CMs podem ter efeitos positivos nessa cepa. No entanto, de maneira geral, a aplicagéo de CM
para otimizar processos biotecnolédgicos ainda € recente, e seu uso na producdo de PRs em
microalgas e cianobactérias é algo novo. Os mecanismos que buscam compreender os efeitos
do CM em microrganismos estdo relacionados as propriedades magnéticas de atomos e
moléculas presentes nos sistemas bioldgicos, no entanto, sdo necessarios mais estudos para
entender melhor como esses mecanismos funcionam (Font et al., 2023), especialmente quando
se trata de alteragdes no nivel molecular.

Goodman e Shirley-Henderson (1991) afirmaram que qualquer mudanca metabdlica
e/ou genética observada em células expostas a um CM reflete-se em padrBes de transcricdo, e
essas mudancas podem ser melhor compreendidas com modelos experimentais que abordam o
uso de agentes indutores em genes afetados pela presenca de um CM. Deamici et al. (2019)
mostraram em seu estudo que a aplicacdo de um CM de 30 mT influencia positivamente as
proteinas que fazem parte dos centros de reacdao do fotossistema Il em cianobactérias. Nosso
estudo alcancou resultados satisfatorios na quantidade de transcritos e nos niveis de
fluorescéncia da proteina ZsGreenl ao utilizar o promotor do gene psbA2 pertencente ao
complexo do fotossistema Il. Esses resultados destacam os efeitos positivos do CM no aparato
fotossintético de cianobactérias, mostrando que, por meio do uso de promotores de genes desse
complexo, é possivel aumentar a transcri¢do e traducao de genes recombinantes de interesse.

Outra hipdtese para tentar explicar o efeito positivo do CM na expressao génica pode
estar relacionada aos metais envolvidos nos processos celulares. A aplicagcdo do CM influencia
o0 contetdo mineral de cianobactérias, como observado por Li et al. (2007), ao relatar aumento
significativo nos elementos traco niquel (Ni), estréncio (Sr), cobre (Cu), magnésio (Mg), ferro
(Fe), manganés (Mn), célcio (Ca), cobalto (Co) e vanadio (V) em Spirulina platensis exposta
a campo eletromagnético de 550 mT. Muitos desses elementos estdo envolvidos em varios
processos celulares, como na atividade de enzimas associadas & expressdo génica. E possivel
gue o aumento na disponibilidade desses elementos dentro das células, como os niveis de ferro
e cobre, possa influenciar os processos de transcricdo e traducdo de proteinas, pois eles atuam

como cofatores nesses processos (Blanchard e Cousins, 1997).
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4. Concluséo

Este estudo contribui para a pesquisa em busca de ferramentas que possam otimizar o
uso de cianobactérias em processos biotecnoldgicos. A utilizagcdo de um campo magnético de
30 mT (CM30) foi demonstrada como uma ferramenta de incremento na PRs em S. elongatus

PCC 7942 ¢ eficiente com o uso do promotor PpsbA2.
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7. DISCUSSAO GERAL

Por muitos anos, 0s processos biotecnoldgicos que utilizam microrganismos vivos se
basearam principalmente em espécies de bactérias como E. coli, e de leveduras como S.
cerevisiae, e assim as pesquisas também. No entanto, nos Gltimos anos, bastante atencéo tem
sido voltada aos microrganismos fotossintéticos, que atraves dos avancos de pesquisas
genéticas, mostraram as vantagens e o potencial de implementacdo desses microrganismos
como plataformas de biotecnologia industrial (Al-Haj et al., 2016). Estudos nas areas da
engenharia genética e biologia sintética, possibilitaram o conhecimento de genomas completos
de microalgas e cianobactérias, identificando espécies, por exemplo, naturalmente competentes
para integrar e expressar de forma eficiente genes externos para a producdo de biomoléculas
que poderiam vir a ter interesse no mercado global de proteinas (Sun et al., 2018, Mordor
Inteligéncia, 2021).

Esses estudos auxiliam no conhecimento da biologia de espécies modelos e nao-
modelos para aplicacdo biotecnolégica mais eficiente (Mukherjee et al., 2020). Porém, em um
panorama geral, o uso de cianobactérias como bioféabricas fotossintéticas ainda enfrenta alguns
desafios para atingir escala comercial, assim como os demais microrganismos ja presentes em
processos industriais (Cui et al., 2023). Neste trabalho buscamos contribuir com informacées
sobre diferentes ferramentas da engenharia genética e biotecnoldgica que podem ser
empregadas para ampliar a eficiéncia e o rendimento de producdo de PRs na espécie S.
elongatus PCC 7942. Essa espécie tem sido considerada como um dos modelos

cianobacterianos mais promissores para a biofabricacéo fotossintética.

O primeiro trabalho desta tese (capitulo 1) é baseado na engenharia de promotores para
expressdo de PRs em S. elongatus, sem a utilizacdo de agentes indutores com potencial toxicos
as células. Nesse capitulo, o objetivo foi comparar dois promotores, um induzido por indutor
quimico (PnrsB) e outro livre de indutor (PpsbA2), e, saber como esses promotores
responderiam & aplicacdo do campo magnético de 30 mT como ferramenta de otimizacdo na
expressdo do gene reporter zsgreenl. Assim, foi mostrado que a utilizagdo do promotor PpsbA2
pode ser mais eficiente quando comparado a um promotor induzivel, PnrsB, em condicGes

normais de cultivo e que essa expressdo pode ser otimizada na presenca do CM30.
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Os resultados do primeiro capitulo sugerem, entdo, que promotores livres de indutores
séo potencialmente mais efetivos e, consequentemente, mais faceis de trabalhar uma vez que
ndo exigem um agente indutor e custos adicionais para a sua ativacdo. Para Khani e Bagheri
(2020), para o desenvolvimento de biofabricas para a produgdo de PR em escala industrial é
necessario estudar opcbes de promotores alternativos, livres de indutores, ou substancias
indutoras que ndo sejam potencialmente toxicos. Dois pontos importantes sao levantados nessa
questdo: a toxicidade por aumento na escala de producéo e o custo-beneficio. Um dos quimicos
mais utilizados na producdo de PRs com promotores induziveis é o isopropil-p-D-1-
tiogalactopiranosideo (IPTG), porém ja foi relatada a toxicidade do seu uso causando estresse
fisiolégico as células e consequentemente danos aos hospedeiros. Além disso, 0 seu uso
também se mostra inviavel financeiramente para ser aplicado em maior escala de producdo
(Dvorak et al., 2015).

Promotores nativos e livres de indutores se mostram como importantes ferramentas
nesse sentido, uma vez que ndo oferecem riscos aos sistemas de producdo e possuem potencial
de aumento na escala industrial (Ramarajan et al., 2019). Segundo Berla et al. (2013), um dos
principais objetivos dos estudos genéticos com cianobactérias é aproveitar a capacidade dessas
bactérias de realizar fotossintese, para gerar produtos de valor. Partindo desse principio, a
utilizacdo de promotores de genes que fazem parte dos complexos fotossintéticos se torna uma
opcao interessante a ser explorada para a expressao heteréloga de PRs.

Como alternativa, demonstramos que o promotor PpsbAz2, relacionado ao fotossistema
Il de Synechocystis sp. PCC 6803, foi efetivo na producédo da proteina fluorescente ZsGreenl.
Esse promotor faz parte de uma familia de genes que respondem de diferentes formas variando
a intensidade de luz do sistema. Dessa forma, o segundo trabalho da tese (capitulo 2), buscou
estabelecer as melhores condi¢des de inducdo de expressdo da produgdo da ZsGreenl,
avaliando a performance de dois promotores do fotossistema Il de cianobactérias, PpsbAl e
PpsbA2. O promotores sdo responsaveis por modular a transcricdo génica, respondendo a
estimulos internos ou externos (Wichmann et al., 2023) e, para utilizar promotores do
fotossistema na biofabricacdo fotoautotréfica de PRs, se torna essencial conhecer como as

diferentes intensidades de luz e o tempo de indu¢do podem influenciar nesse processo.

De acordo com os resultados do capitulo 2, mostrou-se que para S. elongatus ha maior
producdo de transcritos do gene de interesse com o promotor PpsbA2 em 6 h de inducéo sob

intensidade luminosa de 500 pmol.m?. s. Li et al. (2018) encorajaram a utilizacdo de
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promotores relacionados a proteinas do aparato fotossintético, ao obter resultados promissores
na produg¢do de B-galactosidase recombinante em S. elongatus PCC 2973, avaliando a forca de
diferentes promotores que controlam genes envolvidos com o fotossistema. Assim como nesta
tese, estes autores destacam que esses promotores precisam ser mais explorados, destacando a

eficiéncia desses promotores sobre aqueles que necessitam de algum agente quimico.

Um dos objetivos da tese, também, foi avaliar a capacidade da aplicagdo de campos
magnéticos como ferramenta para aumentar a producdo de PRs, o que foi verificado nos
capitulos 1 e 3. Enquanto no primeiro capitulo foi testado se a aplicacdo de um campo
magneético teria influéncia positiva sobre o promotor PpsbA2, no terceiro capitulo a aplicacéo
de campo magnético foi usada na otimizagdo da produtividade da ZsGreenl, ap6s definidas as
melhores condi¢fes de inducdo do promotor PpsbA2 (capitulo 2), foi utilizada novamente a
aplicacdo do CM30. Com isso foi possivel observar que com os devidos ajustes nas condicdes
de inducdo, essa ferramenta contribuiu para o aumento da producdo da ZsGreenl. Segundo
Velizarov (1999), para a inclusdo do uso de campos magnéticos em processos de grande escala,
é necessario ter conhecimento sobre as demandas de projeto do sistema, a fim de evitar fatores
limitantes como razdes econdmicas e fatores externos. Os resultados encontrados nesta tese
podem contribuir na expansdo da producado fotossintética utilizando CMs, uma vez que ficou
evidente que ndo € necessario um longo periodo para obter o maior rendimento da PR de
interesse. A figura 1 mostra a evolugcdo no aumento da expressdo génica do gene zsgreenl,

apos as diferentes etapas de otimizacao.
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Figura 1. Aumento da transcricao e tradugdo da proteina recombinante ZsGreenl com o promotor PpsbA2 ao
longo dos trés capitulos, aplicando indutores alternativos. Capitulo 1: PpsbA2 + campo magnético (30 mT);
capitulo 2: PpshA2 + indugdo com luz alta (500 pumol.m2. s%); capitulo 3: PpsbA2 + campo magnético (30 mT)

+ inducéo com luz alta (500 pmol.m2. s%).

O uso de CM ainda é recente como ferramenta nos processos biotecnoldgicos, porém,
tem se destacado a medida que apresenta bons resultados e vantagens do seu uso (Hunt et al.,
2009; Santos et al., 2022; Font et al., 2023). Aqui propomos sua utilizacdo como metodologia
alternativa, principalmente, por ser uma ferramenta de baixo custo e sem riscos aos sistemas
de cultivo de microrganismos procariontes e eucariontes (Sincak et al., 2023). Atualmente,
ainda sdo poucos os estudos com uso dessa ferramenta na producao de PRs, principalmente
avaliando o efeito sobre os processos de transcricdo e traducdo. Como ja relatado aqui, muitas
metodologias sdo direcionadas principalmente as bactérias e leveduras. Até 0 momento ainda
ndo foram encontrados trabalhos utilizando essa ferramenta com o objetivo de aumentar o
rendimento de PRs em microalgas e cianobactérias, podendo esta tese representar os primeiros

relatos.
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8. CONCLUSOES GERAIS

O promotor nativo PpsbA2 relacionado a proteina D1:2 do fotossistema Il de
Synechocystis sp. demonstrou bom desempenho sob condic¢des naturais de cultivo, para

a producdo de proteinas recombinantes (PRs) em S. elongatus PCC 7942.

A eficiéncia na producdo de uma PR de interesse, usando promotores relacionados ao
fotossistema Il nas cianobactérias, depende das intensidades de luz e tempo de inducao.
Quando estimulado por um periodo de 6 horas sob uma intensidade de luz mais elevada
(500 pmol. m2. s), o promotor PpshA2 demonstra a capacidade de gerar quantidades
superiores da proteina de interesse em comparacdo com o promotor comercialmente
utilizado PpsbAL.

O uso de campo magnético de 30 mT pode ser usado como ferramenta para otimizar o
funcionamento do promotor PpsbA2 para a producdo de PRs, em S. elongatus PCC
7942.
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9. ESTUDOS FUTUROS

Os resultados desta tese contribuem para o avanco do conhecimento sobre ferramentas
e metodologias que podem ser usadas para otimizar a producdo de proteinas recombinantes
(PRs) em microrganismos fotoautotroficos. Dessa forma, propdem-se como continuacao deste

estudo:

e implementar as condicGes de inducdo do promotor PpsbA2 estabelecidas neste estudo,
para a producdo de outras PRs de interesse comercial e de interesse na aquicultura;

e explorar intensidades de luz mais intensas do que 500 umol. m2. s, no intuito de obter
maiores rendimentos na producdo de PR com o promotor PpsbA2, e elucidar o limite
de producéo e fotoinibicdo das células;

e explorar outras opcdes de promotores de genes relacionados ao aparato fotossintético
de microalgas e cianobactérias para a producdo de PRs, e testar sua eficiéncia em
relacdo ao campo magnético;

e testar mais intensidades de campo magnético para a producdo de PR com o promotor
PpsbA2.
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