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RESUMO

MARQUEZONI, D.P. Clonagem e expressdo do gene da bacteriorodopsina em Cupriavidus
necator. 2011. 85 f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2012.

Polihidroxialcanoatos (PHAS) sdo polimeros produzidos por diversas bactérias como material de
reserva de carbono e energia, quando se encontram em condi¢Oes de limitacdo de nutrientes. Os
PHAs apresentam propriedades termoplasticas comparaveis as dos plasticos de origem
petroquimica, além de apresentarem a vantagem de ser totalmente biodegradaveis, em contraste
aos plasticos convencionais, que podem permanecer no meio ambiente por varias centenas de
anos. Entretanto, o preco de tais biopolimeros ndo é competitivo com o dos plasticos
convencionais, sendo, portanto necessario reduzir 0s custos com a matéria-prima. A bactéria
Cupriavidus necator DSMZ 545 é uma beta-proteobactéria ndo-patogénica, quimiolitoautotrofica
facultativa e é considerada como organismo modelo para a producdo de PHA. Embora haja, na
literatura, estudos mostrando que esta bactéria é capaz de produzir PHA utilizando CO, como
fonte de carbono, existem sérias limitacGes para o seu cultivo autotrofico. Visando otimizar a
capacidade autotrofica desta bactéria, foi realizada neste trabalho a clonagem e expresséo do gene
da bacteriorodopsina (bop) em C. necator. A bacteriorodopsina é uma proteina de membrana,
produzida por certas Archaea halofilicas, por acdo da qual a energia luminosa é convertida em
um gradiente de protons, que pode ser utilizado pela célula para produzir ATP. Para garantir a
expressdo do gene heter6logo na linhagem recombinante, inicialmente procurou-se um promotor
que atuasse de forma forte e constitutiva em C. necator. Para tanto, foram examinados dois
plasmideos, construidos anteriormente no nosso laboratério, pLEGFP e pBB-panEGFP,
contendo, respectivamente, o promotor do operon da lactose de Escherichia coli (plac) ou um
promotor derivado do gene mrgA de Bacillus subtilis (pan), no comando do gene da proteina
verde fluorescente (egfp). O promotor pan proporcionou alta expressdo constitutiva do gene
reporter em C. necator, verificada qualitativamente por microscopia de fluorescéncia e
quantificada por citometria de fluxo. Por outro lado, o gene bop foi amplificado por PCR, a partir
do DNA gendémico de Halobacterium salinarum RI, e clonado em um vetor comercial. Em
seguida, o gene egfp foi substituido pelo gene bop no plasmideo pBB-panEGFP. Os plasmideos
de quatro clones, obtidos a partir da transformacdo de C. necator com esta construcdo, foram
analisados por perfil de restricdo, amplificacdo por PCR e sequenciamento de DNA, confirmando
0 sucesso da construcdo. A expressdo e correta localizagdo da bacteriorodopsina num dos clones
transformantes foi verificada por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE. Por
fim, foram analisados os efeitos bioldgicos da expressdo da bacteriorodopsina neste clone
recombinante de C. necator, tendo sido verificado que, sob iluminacdo, a bacteriorodopsina €
capaz de promover maior producdo de ATP, assim como producdo aumentada de PHA, sem
afetar o crescimento celular.

Palavras-chave: Bacteriorodopsina. Cupriavidus necator. Polihidroxialcanoatos. Expressao
heterologa.



ABSTRACT

MARQUEZONI, D.P. Cloning and expression of the bacteriorhodopsin gene in Cupriavidus
necator. 2011. 85 p. Master thesis (Biotechnology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2012.

Polyihydroxyalcanoates (PHAS) are polymers produced by several bacteria as carbon and energy
storage materials, under nutrient-limited conditions. PHAs show comparable thermoplastic
properties with plastics from petrochemical origin and present the advantage of being completely
biodegradable, in contrast to the conventional plastics, which persist in the environment for
several hundred years. However, the price of such biopolymers is not competitive with that of
conventional polymers, hence it is necessary to reduce the costs related to raw materials.
Cupriavidus necator DSMZ 545 is a non-pathogenic, facultative chemolithoautotrophic beta-
proteobacterium, which is considered as a model organism for PHA production. Although
previous studies in the literature show that this bacterium is able to produce PHA utilizing CO,
as the carbon source, there are severe limitations for its autotrophic cultivation. In the present
work, with the purpose of optimizing the autotrophic capability of this bacterium, the cloning and
expression of the bacteriorhodopsin gene (bop) was undertaken in C. necator. Bacteriorhodopsin
is @ membrane protein, produced by certain halophilic Archaea, which is able to convert light
energy in a proton gradient that can be utilized by the cell for ATP production. In order to insure
the expression of the heterologous gene in the recombinant strain, the first step consisted to find a
promoter acting in a strong and constitutive mode in C. necator. To this end, we examined two
plasmids, previously constructed in our laboratory, pLEGFP and pBB-panEGFP, which carry the
promoter of the Escherichia coli lactose operon (plac), or a promoter deriving from the Bacillus
subtilis mrgA gene (pan), respectively, to drive the expression of the gene encoding the green
fluorescent protein (egfp). The pan promoter was found to provide high constitutive expression of
the reporter gene in C. necator, as shown qualitatively by fluorescence microscopy and
quantitatively by flow citometry. On the other hand, using Halobacterium salinarum RI genomic
DNA as the template, the bop gene was PCR amplified and cloned in a commercial vector.
Thereafter, the egfp gene was replaced by the bop gene in the pBB-panEGFP plasmid. The
plasmids of four clones resulting from transformation of C. necator with the new construct were
analyzed by restriction profiles, PCR amplification, and DNA sequencing, and the results
confirmed the success of the construct. The bacteriorhodopsin expression and correct location in
one of the transformant clones was verified through SDS-PAGE polyacrylamide gel
electrophoresis. Finally, the biological effects of bacteriorhodopsin expression in this C. necator
recombinant clone were examined, showing that, upon illumination, bacteriorhodopsin
expression is able to promote an increase in ATP production, as well as an increase in PHA
production, without affecting cell growth.

Key words: Bacteriorhodopsin. Cupriavidus necator. Polyhydroxyalkanoates. Heterologous
expression.
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1INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA
1.1 Impacto ambiental dos plasticos derivados do petréleo

H& muitas décadas, polimeros provenientes do petroleo vém sendo desenvolvidos para
suprir as necessidades da sociedade moderna. Hoje, estima-se que a producdo de termoplasticos
seja da ordem de 180 milhdes de toneladas/ano, sendo que mercados consumidores, como a india
e a China, antecipam um potencial de crescimento em sua producédo, da ordem de 5 a 6% ao ano.
Esta elevada demanda é decorrente das inumeras aplicacfes dos plasticos, que podem substituir
matérias-primas convencionais, como metais, vidro e papel (PRADELLA, 2006).

No Brasil, o setor de plasticos ocupa uma posicdo de destaque econdémico, respondendo
por 1,45% do Produto Interno Bruto (PIB). Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia (IBGE),
cerca de 3% do total de industrias instaladas no Brasil estdo diretamente relacionadas com a
producdo de material plastico. Em 2010, o consumo de plasticos no pais foi de 6,2 milhdes de
toneladas, sendo os segmentos de mercado que mais utilizam materiais plasticos, o alimenticio
(25,9%), seguido pela construcdo civil (14,6%), embalagens diversas (14,5%), utilidades
domésticas (9,7%), higiene e limpeza (7,7%), agricola (4,1%), eletrodomesticos (2,3%),
cosmético e farmacéutico (2,2%), calcados (1,9%), automobilistico (1,4%) e brinquedos (0,1%)
(Associacdo Brasileira da Industria do Plastico, 2010).

Devido a grande producdo e vasta difusdo em diferentes segmentos do mercado, a
quantidade de residuos plasticos descartados anualmente tem aumentado exponencialmente, o
que desperta preocupacfes quanto ao impacto no meio ambiente. Outro agravante deste problema
é a forma com que os materiais plasticos se comportam quando descartados na natureza. De lenta
degradabilidade, a estimativa € de que os plasticos provenientes da inddstria petroquimica
demorem até 400 anos para se decompor e, além disto, quando depositados em aterros sanitarios,
prejudicam a circulacdo de gases e a troca de liquidos resultantes do processo de decomposi¢do
da matéria organica (ISHIZAKI et al., 2001).

Diversos processos sdo empregados a fim de minimizar o impacto ambiental dos plasticos
derivados de petroleo, como é o caso da incineracao e da reciclagem. A incineracdo ainda € alvo
de muitas criticas, j& que, durante o processo, ocorre a producdo de diversos gases toxicos,
principalmente de altas concentragdes de CO,. Embora esta técnica esteja sendo aprimorada,

existindo incineradores com filtros acoplados que possuem a capacidade de controlar a emisséo
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desses gases, trata-se de um sistema complexo e caro, de dificil implementacdo no Brasil. A
reciclagem também apresenta um custo elevado e existe uma limitagdo no numero de ciclos do
reaproveitamento: apos sete ciclos de reciclagem, o material comeca a perder suas propriedades e
necessita ser descartado (Associacdo Brasileira da Industria Quimica e de Produtos Derivados,
1997).

O desenvolvimento de novas estratégias sustentaveis €, portanto necessario,
principalmente a busca por materiais plasticos com caracteristicas menos agressivas a0 meio
ambiente. Neste cenario, os plasticos biodegradaveis representam a melhor solugdo como
substitutos dos plasticos petroquimicos. Os polimeros biodegradaveis podem ser divididos em
trés principais categorias (KHANNA e SRIVASTAVA, 2005):

a) Polimeros sintetizados quimicamente: Estes polimeros sdo susceptiveis a acdes
enzimaticas e degradacdo por microrganismos, porém ndo apresentam todas as
propriedades dos plasticos petroquimicos. Ex: acido poliléctico.

b) Polimeros biodegradaveis com base de amido: O amido é utilizado como complemento
para a ligacdo da estrutura do composto, formando um misto de amido e plastico.
Microrganismos, principalmente do solo, possuem a capacidade de degradar amido
facilmente, levando ao enfraquecimento da matriz polimérica. Por apresentar grande
parte de sua composicdo de plastico convencional, esta classe de polimero é apenas
parcialmente biodegradavel. Ex: polietileno-amido.

c) Polimeros sintetizados por microrganismos - Polihidroxialcanoatos (PHAS): Sdo 100%
biodegradaveis e produzidos a partir de matérias primas renovaveis. Tais polimeros séo
sintetizados como material de reserva energética em condi¢des que exigem limitacao de
nutrientes e, quando o ambiente se torna propicio para a utilizacdo dessa reserva, sdo

degradados nos monémeros correspondentes. Ex: polihidroxibutirato (PHB).

1.2 Polihidroxialcanoatos

PHA ¢ o termo genérico aplicado a familia de poliésteres produzidos e acumulados por
diversos microrganismos na forma de granulos intracelulares. Em geral, a sintese de PHA ocorre
em meios de crescimento desbalanceados, apresentando excesso de carbono e limitagdo de, pelo
menos, um nutriente necessario para a multiplicacdo celular (P, N, Mg, etc). Os PHAs

apresentam propriedades termoplasticas comparaveis as dos plasticos de origem petroguimica,
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sendo possivel realizar o seu processamento industrial em equipamentos normalmente utilizados
para os plasticos petroquimicos, tais como, moldes, fornos e equipamentos de extrusdo. Além
disso, os PHAs sdo extremamente versateis, podendo apresentar propriedades fisico-quimicas
inovadoras, possibilitando o surgimento de novos materiais no mercado (MADISON e
HUISMAN, 1999).

Cerca de 150 monbémeros diferentes ja foram identificados como constituintes de PHAS
produzidos por bactérias a partir de diversas fontes de carbono (REHM e STEINBUCHEL, 1999)
(Figura 1). Tal diversidade garante um vasto nimero de possiveis combinacfes que podem ser
empregadas para a obtencdo de diferentes polimeros (MADISON e HUISMAN, 1999). Os
monomeros constituintes de PHA s&o classificados em dois grandes grupos: os de cadeia curta
PHAscI (short chain length), contendo de 3 a 5 &tomos de carbono na cadeia principal, e aqueles
de cadeia média PHAmcl (medium chain length), contendo de 6 a 16 4&tomos de carbono na
cadeia principal PHAmcl sdo produzidos por diferentes espécies do género Pseudomonas e
PHAscl (principalmente P3HB) sdo produzidos por espécies pertencentes aos mais diversos
grupos bacterianos (STEINBUCHEL e VALENTIN, 1995).

Figura 1 - Estrutura dos Polihidroxialcanoatos (PHA).

AVAVAVAVAVAN

CHs; 0 R 0 CHs

n varies from 600 to 35000

R=hydrogen Poly(3-hydroxypropionate)
R=methyl Poly(3-Hydroxybutyrate)
R=¢thyl Poly(3-hydroxyvalerate)
R=propyl Poly(3-hydroxyhexanocate)
R=pentyl Poly(3-hydroxyoctanoate)
R=nonyl Poly(3-hydroxydodecanocate)

FONTE: KHANNA e SRIVASTAVA, 2005.

Do ponto de vista ambiental, a biodegradabilidade pode ser considerada a caracteristica
mais importante dos PHAs. A natureza € rica em consorcios microbianos que sdo capazes de

degradar tais polimeros atraves da secrecdo de PHA hidrolases e despolimerases. A atividade
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dessas enzimas depende principalmente da composi¢do do polimero, quantidade da amostra e
condigdes ambientais, sendo que a velocidade de degradacdo dos PHAs pode variar entre alguns
meses (cultivo em anaerobiose) (Figura 2) até anos (agua do mar) (MADISON e HUISMAN,
1999).

Figura 2 - Degradacgéo de P(3HB-3V).

el IS

Garrafas compostas de P(3HB-3V) foram incubadas a 20 °C em anaerobiose. O processo de
decomposicao foi observado durante 0, 2, 4, 6, 8 e 10 meses (esquerda para direita).

FONTE: MADISON e HUISMAN, 1999.

As aplicacdes destes biopolimeros ndo se restringem apenas a utilizacdo como polimero
convencional. A biocompatibilidade dos PHAs permite que sejam utilizados em aplicacdes
médicas, como na fabricacdo de préteses, materiais de sutura, contraste para imagem médica,
entre outros. Possuem também aplicacdes na industria farmacéutica (carreador de drogas para a
liberagdo controlada) e de alimentos (embalagens ativas) (STEINBUCHEL e
FUCHTENBUSCH, 1998; ZINN et al., 2001; GRAGE et al., 2009).

Apesar desta grande possibilidade de aplicacGes, os PHAs ainda ndo sdo expressivos no
mercado, em decorréncia do seu alto custo de producdo, quando comparado com os plasticos
convencionais. Para que a utilizacdo de PHAs seja economicamente viavel, é necessario dispor-se
de uma matéria-prima abundante e de baixo custo, sobre a qual possam ser cultivadas as bactérias
produtoras de PHAs. Uma vez que a fonte de carbono representa um importante item nos custos
de producdo, podendo atingir até 40% do custo total, & evidente o interesse industrial em
estratégias visando a diminuicdo do custo deste recurso (KIM, 2000).
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Considerando os impasses econdmicos em se produzir PHAS, o presente trabalho tem por
objetivo diminuir os custos de producdo de PHASs, mais precisamente PHB, utilizando a bactéria

Cupriavidus necator DSMZ545, o microrganismo tido como referéncia na producdo de PHB.

1.3 A bactéria Cupriavidus necator

Cupriavidus necator € uma beta-proteobactéria aerdbica, quimiolitoautotréfica facultativa,
hidrogénio-oxidativa, que foi inicialmente descrita por Schlegel e Gottschalk em 1965 e teve
recentemente o seu genoma sequenciado (POHLMANN et al., 2006). Anteriormente denominada
Hydrogenomonas eutropha, Ralstonia eutropha, Wautersia eutropha, Alcaligenes eutrophus, C.
necator apresenta grande interesse biotecnoldgico, por ser o melhor microrganismo produtor de
PHAS que se conhece até o0 momento, podendo apresentar até 80% de sua massa seca na forma de
PHB, dependendo das condigdes de cultivo (ANDERSON e DAWES, 1990; MADISON e
HUISMAN, 1999).

O PHB ¢ sintetizado em C. necator a partir da acetil-CoA, em condi¢des desbalanceadas
de excesso de fonte de carbono e limitagdo de algum nutriente essencial, tal como oxigénio,
nitrogénio ou fosfato. A limitacdo de cada um destes nutrientes desencadeia a formacdo de PHB
por diferentes processos metabolicos (DALCATON, 2006).

A sintese de PHB ocorre por uma sequéncia de 3 reagdes, que envolvem as enzimas 3-f3-
cetotiolase, acetoacetil-CoA redutase e PHA sintase. Tais enzimas sdo codificadas pelo operon
phbC, composto pelos genes phbA (3-p-cetotiolase), phbB (acetoacetil-CoA redutase) e phbC
(PHA sintase) (Figura 3). A enzima 3-p-cetotiolase catalisa 0 primeiro passo na formagéo do
PHA, condensando, reversivelmente, 2 moléculas de acetil-CoA em acetoacetil-CoA. A enzima
acetoacetil-CoA redutase, por sua vez, reduz esse substrato em R-3-hidroxibutiril-CoA, que é
incorporado a cadeia de polimero pela acdo da PHA sintase. A enzima PHA sintase é a chave
principal na biossintese de PHAs, catalisando a formacéo de ligacGes ésteres entre as unidades
D(-)3-hidroxiacil-CoAs. Em C. necator, esta enzima é capaz de polimerizar 3-hidroxi, 4-hidroxi
e 5-hidroxialcanoatos a partir de D isébmeros de 4 e 5 carbonos de hidroxiacil-CoA, substratos
naturais para a PHA sintase (ANDERSON e DAWES, 1990; STEINBUCHEL e LUTKE-
EVERSLOH, 2003).
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Figura 3 - Operon phbCAB de C. necator.
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acetoacetil-CoA

PHA sintase
redutase

3-B-cetotiolase

O PHB ¢ sintetizado a partir da acdo de 3 enzimas codificadas por este operon; phbA - 3-B-
cetotiolase, phbB — acetoacetil-CoA redutase, phbC — PHA sintase. Um promotor a montante
do gene phbC dirige a transcrigdo do operon completo.

FONTE: Modificado de Madison e Huisman (1999).

Por ser um organismo quimiolitoautotrofico facultativo, C. necator possui a capacidade
de utilizar compostos organicos ou inorganicos como fonte de energia. Esta flexibilidade
bioenergética permite que a bactéria alterne entre os modos de crescimento heterotrofico e
autotrdfico, neste Gltimo caso fixando CO, através do ciclo de Calvin-Benson-Bassham (CBB)
(POHLMANN et al., 2006). Tanto as proteobactérias quimiolitoautotréficas aerébicas quanto as
fototroficas anaerdbicas (bactérias puarpuras) utilizam o CBB, sendo a ribulose-1,5-bifosfato
carboxilase/oxigenase (RuBisCO) a enzima-chave desta via, que também é produzida por C.
necator (BOWIEN e KUSIAN, 2002).

Em crescimento autotréfico, a energia necessaria para a fixacdo do CO; é obtida por meio
da oxidacdo do gas hidrogénio com oxigénio. Para tanto, C. necator produz 2 hidrogenases, uma
ligada a membrana e outra, soltvel, citoplasmatica. A enzima ligada a membrana esta envolvida
na geracdo de ATP, enquanto a enzima sollvel capta o Hy, reduzindo diretamente NAD+ a
NADH para o Ciclo de Calvin, conforme esquematizado na figura 4 (MADIGAN et al., 2010).
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Figura 4 - Bioenergética e funcéo das duas hidrogenases de bactérias aerébicas quimiolitoautotroficas.
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Em C. necator, duas hidrogenases estdo presentes, a hidrogenase ligada a membrana esta
relacionada a producédo energética, enquanto a hidrogenase citoplasmética produz NADH que
sera utilizado no Ciclo de Calvin. Pode-se notar que a hidrogenase de membrana comeca o
transporte de elétrons formando a forga préton motiva. cyt: citocromo; Q: quinona.

FONTE: Extraida de Madigan et al., 2010.

1.4 Matérias-primas

Como citado anteriormente, um dos principais problemas da aplicacdo comercial dos
PHAs é o seu alto custo de producdo. Estudos sobre a possibilidade de utilizagdo de substratos
brutos, de baixo custo, visam produzir PHA de uma maneira mais vantajosa financeiramente.
Dentre as matérias-primas empregadas, podemos citar o melago de cana e beterraba (BEAULIEU
et al., 1995), soro de leite (KOLLER et al., 2005), 6leos vegetais (FUKUI e DOI, 1998),
hidrolisados de amido (RUSENDI e SHEPPARD, 1995), entre outros. Porém, este tipo de
matéria-prima geralmente resulta em uma producgdo baixa do polimero quando comparada a
substratos de carbono purificados (KOLLER et al., 2005).

Outra estratégia promissora é o desenvolvimento de cepas recombinantes, que
possibilitem melhorar a producdo de PHA e/ou diminuir os custos de produgdo (LEE et al.,
1999). Em trabalhos anteriores do nosso laboratorio, foram construidas linhagens recombinantes
da linhagem de C. necator DSMZ 545, com vistas a melhorar a sua capacidade em produzir

plastico a partir de diferentes substratos, tais como a sacarose de cana de aglcar e 0 acido
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propidnico (FAVA, 1997; SARTORI, 1998). Naquela ocasido, esta estratégia apresentava-se
interessante. Entretanto, na atual conjuntura econémica, a cana de aglcar passou a ter alta
demanda como matéria-prima para biocombustiveis. Assim, hoje seria mais interessante, do
ponto de vista da viabilidade econdmica do processo, poder utilizar outras matérias-primas para a
producdo de PHAS e ha varios trabalhos neste sentido atualmente em andamento no nosso Depto.
Por outro lado, se esta bactéria pudesse ser geneticamente modificada, de modo a ndo depender
de nenhuma matéria prima agricola para produzir o plastico, seria evidentemente ainda mais
vantajoso.

De fato, j& foi demonstrado que C. necator pode produzir o plastico a partir de CO; por
meio do seu metabolismo quimiolitoautotréfico. Entretanto, ha vérios problemas para o cultivo
autotrofico desta bactéria, sendo dificil atingir uma alta concentracdo celular e/ou alta
produtividade, uma vez que o substrato necessario para este tipo de cultivo consiste de uma
mistura dos 3 gazes, CO,, H, e O,, numa proporcdo que se situa na faixa de explosdo gasosa e,
consequentemente, pode facilmente explodir. Isto implica em que devem ser criadas condigdes
bastante especiais de processo, que envolvem um circuito fechado de cultura (planta de
fermentacdo a prova de explosdo) e um controle rigoroso da concentracdo de O, que nao pode
ultrapassar 6,9%. Por outro lado, é preciso garantir uma fonte de H e, atualmente, espera-se que
0 H, seja suprido a partir do processo de refinacdo da nafta ou gerado por dissociacao elétrica da
agua por meio da energia de usinas nucleares. Além disto, os melhores resultados s6 foram
obtidos ao empregar-se um sistema de cultura em 2 estagios, sendo o 1° de crescimento
heterotrofico, usando frutose, e o 2°, autotrofico, respeitando a limitacdo de O, (ISHIZAKI et al.,
2001).

Visando aproveitar o potencial autotréfico desta bactéria, perguntdmo-nos entdo, o que
seria necessario para torna-la fotoautotrofica. Considerando que ela ja é capaz de produzir a
enzima RuBisCO, necessaria para a entrada do CO; no Ciclo de Calvin, aparentemente, o que lhe
falta € apenas a capacidade de captar a energia luminosa. Optamos pela bacteriorodopsina para

desempenhar este papel.
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1.5 Rodopsinas

Opsinas sdo proteinas integrais de membrana, que, ao se ligarem ao cromdforo retinal
(vitamina A aldeido), formam pigmentos capazes de absorver luz, chamados de rodopsinas
(BEJA et al., 2000). Atualmente, conhecem-se 4 familias distintas de rodopsinas:

a) As rodopsinas visuais, encontradas na retina dos olhos de todos os animais sdo pigmentos
fotossensores (BALDWIN et al.,1997)

b) As rodopsinas de Archaea funcionam como bombas de prétons controladas pela luz
(bacteriorodopsinas), bombas de ions cloreto (halorodopsinas) ou receptores fotossensiveis
(rodopsinas sensoriais) (OESTERHELT, 1998)

c) Proteinas com alta similaridade de sequéncia com as rodopsinas sensoriais de Archaea foram
encontradas no eucarioto Neurospora crassa (BIESZKE et al.,1999 a e b)

d) A rodopsina bacteriana, ou proteorodopsina, foi descoberta num membro ndo-cultivado das y-
proteobactérias, por meio de anélise metagendmica de bacterioplancton marinho (BEJA et al.,
2000). Hoje se sabe que a proteorodopsina estd amplamente distribuida entre as bactérias
marinhas (STEINDLER et al., 2011).

Embora nem todas as familias de rodopsinas apresentem similaridade de sequéncia
significativa e possam ter origens diferentes (como é o caso das familias 1 e 2), as rodopsinas de
todas as familias compartilham topologias idénticas, caracterizadas por sete o -hélices
transmembrana, que formam uma reentrancia na qual o retinal se liga covalentemente, como uma
base de Schiff protonada, a uma lisina na sétima hélice transmembrana (hélice G) (BEJA et al.,
2000).

1.6 A bacteriorodopsina

Certas espécies de Archaea halofilicas sdo capazes de realizar a sintese de ATP dirigida
pela luz. Quando se encontra em condi¢cfes de limitacdo de oxigénio, a Archaea Halobacterium
salinarum e outros haldfilos extremos sintetizam e inserem na sua membrana citoplasmatica uma
proteina chamada bacteriorodopsina (bR), a qual se conjuga uma molécula de retinal, capaz de
absorver a energia luminosa e bombear um proton através da membrana. A translocacdo do
proton catalizada pela bR aumenta a forga proton-motora, consequentemente levando a sintese de
ATP, a medida que os prétons reentram na célula, por meio da acdo do complexo H+-ATPase

9
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(STOECKENIUS e ROWEN, 1967; OESTERHELT e STOECKENIUS, 1973; DANON e
STOECKENIUS, 1974; BROCK e PETERSEN, 1976; HARTMANN et al., 1980).

Quando reconstituida em vesiculas, a bR bombeia prétons através da membrana da
vesicula, criando um gradiente de protons, que pode ser usado para gerar ATP. Assim, a bR pode
servir como um substituto ou um suplemento a fosforilacdo oxidativa ou a fotossintese mediada
por clorofila, como um mecanismo para gerar energia (RACKER e STOECKENIUS, 1974).

A bacteriorodopsina de H. salinarum é codificada pelo gene bop de 789 pares de bases
(GONZALEZ et al., 2008; CHEN et al., 2008; PFEIFFER et al., 2008; FALB et al., 2008), que ja
foi clonado em diversos organismos. A bR foi expressa em células eucarioticas, inclusive
leveduras (HILDEBRANDT et al., 1993; HOFFMANN et al., 1994; LANG-HINRICHS et al.,
1994) e ovocitos de Xenopus laevis (NAGEL et al., 1995). Também ja foi expressa em E. coli,
embora a ligacdo ao retinal ndo se tenha mostrado eficiente (KARNIK et al.,, 1990). A
bacteriorodopsina (bR) é uma molécula de aproximadamente 27000 Da, altamente resistente a
variacBes de temperatura, pH, concentragdo idnica, sendo relativamente fécil de ser isolada e
purificada (CERCIGNAMI, 1998; HAUPTS et al., 1999; CHEN et al., 2008; FALB et al., 2008).

Estruturalmente, a bR € uma cadeia polipeptidica composta por 248 aminoacidos, sendo
organizada em sete a-hélices transmembrana, que envolvem um cofator retinal fotossensivel
(LONDON e KHORANA, 1982; GOHON, 2008). Esta conformagéo da bR emite uma coloracao
avermelhada, por essa razdo recebe 0 nome de “purple membrane” (OESTERHELT, 1998;
HAUPTS et al., 1999; GOHON, 2008).

A funcdo da bR é estritamente relacionada ao transporte de H*, convertendo a energia
luminosa em um gradiente de prétons (HAUPTS et al., 1999). Este gradiente pode ser utilizado
pela ATPase para a producdo de ATP, como esquematizado na figura 5 (HAUPTS et al., 1999;
CHEN et al., 2008).

10
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Figura 5 - Modelo de mecanismo para a atividade da bacteriorodopsina.

Exterior Interior

Membrana

ATPase

Luz de 570 nm, converte a forma trans (RetT) protonada da proteina retinal para a forma cis
(RetC), com a translocacdo de um préton para a superficie externa da membrana,
estabelecendo a forca préton motora. A atividade da ATPase, também presente na membrana, é
dirigida pela forga proton motora.

FONTE: Extraida de MADIGAN et al., 2010.

A bacteriorodopsina absorve a luz visivel na regido verde do espectro (570 nm). Em
seguida a absorcdo, o retinal da bacteriorodopsina, que normalmente existe numa configuracéo
all-trans, torna-se excitado e € convertido a forma cis. Esta transformacéo resulta na translocacao
de um préton para a superficie externa da membrana. A molécula de retinal entdo retorna ao seu
isdmero all-trans, mais estavel, no escuro, com a tomada de um préton do citoplasma, fechando
assim o ciclo. A medida que os prétons se acumulam na superficie externa da membrana, a forca
préton-motora vai aumentando, até que a membrana fique suficientemente “carregada” para
dirigir a sintese de ATP por acdo de uma ATPase translocadora de prétons. (MADIGAN et al.,
2010).

O ciclo do préton no interior da célula ainda ndo foi completamente esclarecido, porém,
sabe-se que o primeiro passo neste fotociclo € a isomeriza¢do do retinal induzida pela luz. O
retinal acoplado a proteina bR absorve a luz de comprimento de onda de 570 nm, alterando sua
conformagdo em um curto espago de tempo (microssegundos), resultando em uma fase
intermediaria (Amax = 412 nm) desprotonada. Passados alguns milissegundos, o retinal é
novamente protonado (Amax = 570 nm), caracterizando a bomba de prétons (SCHATZLER et al.,
2003; CHEN et al., 2008).

11
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2CONCLUSOES

» A analise da expressdo da proteina verde fluorescente em C. necator, conferida pelos
dois plasmideos escolhidos para o presente trabalho, pLEGP e pBBpanEGFP, mostrou
que o clone hospedando o vetor pBBpanEGFP apresentou intensidade de
fluorescéncia 10,6 vezes maior do que o clone hospedando o vetor pLEGP. Além
disso, foi verificado que a expressdo da EGFP a partir do plasmideo pBBpanEGFP
pode ainda ser induzida pelos fons metélicos Fe?* e Mn®";

» O gene bop, que codifica a bacteriorodopsina, foi obtido por meio de PCR utilizando

como molde o DNA total de H. salinarum R1;

» A andlise in silico utilizando padrbes de preferéncia de cédons, mostrou que, em
comparagdo com B. subtilis e E. coli, C. necator possui maior probabilidade de
expressar a bacteriorodopsina, tendo alcancado um valor suficiente de indice

adaptativo (2,6) para garantir uma boa expressao;

» Foi realizada com sucesso a clonagem do gene bop de H. salinarum RI no vetor

pBBpanEGFP, sob o comando do promotor pan, originando o plasmideo pBBpanbop;

» A analise das proteinas totais, por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-
PAGE, revelou a presenca de uma banda de 28 kDa, tamanho coincidente ao da
bacteriorodopsina, no clone transformante C. necator/pBBpanbop, fato ndo observado

na linhagem n&o transformada;

» A andlise por SDS-PAGE das amostras fracionadas, confirmou a presenca da banda de
28 kDa na membrana externa do clone recombinante de C. necator, confirmando a

expressao e também a correta localizacdo da proteina heteréloga;

» Foram analisadas diferentes condicGes de crescimento, entretanto ndo se verificou um
efeito consideravel da presenca da bR sobre o crescimento celular na linhagem

recombinante;

» Foi constatado que ambas as linhagens, selvagem e recombinante, possuem maior
capacidade de acumular PHB quando cultivadas em presen¢a de luz, embora a

linhagem recombinante tenha apresentado uma melhor eficiéncia de producéo.

> A analise da producdo de ATP em presenca de luz revelou um efeito consideravel na
linhagem recombinante relativamente a selvagem, demonstrando o efeito bioldgico da

expressao da bR.
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