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RESUMO

Quadros OF. Construcdo de sistemas bacterianos para a deteccdo de metais pesados em
amostras ambientais. [tese (Doutorado em Biotecnologia)]. Sdo Paulo (Brasil): Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo; 2011.

Para a obtencdo de biossensores bacterianos para 0s metais mercurio, arsénio e chumbo,
fragmentos dos operons mer, ars e pbr foram amplificados por PCR, a partir do DNA da
bactéria Cupriavidus metallidurans CH34. Estes fragmentos de DNA foram inseridos a
montante do gene EGFP, no plasmideo pBB-EGFP, obtendo-se os plasmideos pGHg, pGAs e
pGPb, que foram clonados em C. metallidurans CH34 e Escherichia coli DH5a. As linhagens
recombinantes foram incubadas em diferentes concentraces dos metais e analisadas quanto a
emissdo de fluorescéncia empregando-se microscopia e citometria de fluxo. As linhagens
recombinantes C. metallidurans CH34 / pGHg e E. coli DH5a/ pGHg, C. metallidurans
CH34 / pGAs e C. metallidurans CH34 / pGPb permitiram a determinacdo de diferentes
concentragcbes de mercdrio, arsénio e chumbo, respectivamente. Os resultados obtidos
indicam forte potencial de aplicacdo para rapidos diagndsticos de aguas contaminadas com

estes metais pesados toxicos.

Palavras-chave: Bactérias. Bioluminescéncia. Biotecnologia. Meio ambiente. Metais pesados.

Regulacéo génica.



ABSTRACT

Quadros OF. Construction of bacterial systems for the detection of heavy metals in
environmental samples. [Ph. D. thesis (Biotechnology)]. Sdo Paulo (Brasil): Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo; 2011.

To obtain bacterial biosensors for metals mercury, arsenic and lead, fragments of operons
mer, ars, and pbr were amplified by PCR from the DNA of the bacteria Cupriavidus
metallidurans CH34. These DNA fragments were inserted upstream of the EGFP gene in the
pBB-EGFP plasmid, obtaining plasmids pGHg, pGAs and pGPb, which were cloned in C.
metallidurans CH34 and E. coli DH5a.. The recombinant strains were incubated in different
concentrations of metals and analyzed for fluorescence emission employing microscopy and
flow cytometry. The recombinant strains C. metallidurans CH34/pGHg and E. coli
DH50/pGHg; C. metallidurans CH34/pGAs; and, C. metallidurans CH34/pGPb allowed the
determination of different concentrations of mercury, arsenic and lead, respectively. The
results indicate strong potential for application for quick diagnosis of waters contaminated

with these toxic heavy metals.

Keywords: Bacteria. Bioluminescence. Biotechnology. Environment. Gene regulation. Heavy

metals.
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1.1 Problemética

O extrativismo mineral, atividades industriais, agropecuarias e esgotos domesticos sao
grandes responsaveis pela contaminacdo ambiental por metais pesados. O emprego de
mercUrio metélico na extracdo de ouro em garimpos acarreta a liberagdo de toneladas deste
metal toxico no meio ambiente. Dados extraoficiais mostram que, nos Gltimos 15 anos, cerca
de 1500 a 3000 toneladas de mercurio metalico foram usadas na extracdo de ouro na
Amazonia. Acredita-se que, do total empregado, mais de 62% foi lancado ao ambiente (Vieira
e Passarelli, 1996). De um modo geral, a atividade de extracdo de minérios como ferro, cobre,
aluminio e outros que se encontram naturalmente presentes em montanhas promovem a
exposicdo ambiental de camadas soterradas ha muitos milénios. Tal exposicdo promove a
liberacdo, oxidacdo e, consequentemente, a solubilizacdo e biodisponibilizacdo de ions de
metais pesados toxicos para 0s veios de agua.

Todos 0s metais e seus compostos possuem toxicidade, ou seja, a capacidade inerente
que um elemento quimico tem para causar efeitos adversos sobre 0s organismos vivos (Goyer,
1997). O fator-chave é o grau de exposicdo que afeta o organismo. A exposicdo estd
relacionada com o tempo e a concentragcdo do composto envolvido. Os efeitos toxicos dos
metais pesados e dos seus compostos sdo determinados pela sua conversdo em uma forma
biodisponivel. Ao ingressar no ambiente, o ion pode se ligar com a matéria organica,
reduzindo a quantidade que esta biodisponivel (Muniz e Oliveira-Filho, 2006).

Vaérias definicbes de metais pesados podem ser encontradas na literatura; no entanto,
ha um consenso de que metais pesados sejam elementos quimicos com densidade igual ou
maior que 5 g/cm® (Nies, 1999; Piveli e Kato, 2005; Roane e Pepper, 2000). Considerando-se
essa definicdo, muitos destes ions metalicos como ferro (Fe), molibdénio (Mo) e manganés
(Mn) sdo importantes elementos-traco com baixa toxicidade, enquanto zinco (Zn), niquel
(Ni), cobre (Cu), vanadio (V), cobalto (Co), tungsténio (W) e cromio (Cr) sdo de moderada
importancia como elementos-traco e apresentam toxicidade em concentragcdes pouco acima
das fisioldgicas. Por fim, arsénio (As), prata (Ag), antiménio (Sb), cddmio (Cd), mercdrio
(Hg), chumbo (Pb) e uranio (U) ndo sdo essenciais para o crescimento celular, sendo
extremamente toxicos, mesmo em baixas concentragcfes (Nies, 1999).

A portaria n® 518 (Brasil, 2004) e a resolucgdo n® 357 (CONAMA ,2005) dispGe sobre
a classificacdo e diretrizes ambientais para o enquadramento dos niveis de metais pesados em

corpos de agua superficiais, bem como estabelece as condi¢fes e padrdes de potabilidade,
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devido a sua toxicidade e persisténcia na natureza. O potencial toxico dos metais pesados ao

organismo humano é diverso e esta resumido na Tabela 1, que mostra as principais fontes

poluidoras e os efeitos na saude humana (ICSCs, 2011).

Tabela 1 - O potencial toxico dos metais pesados ao organismo humano e as principais fontes poluidoras.

fon Principais Fontes Poluidoras* Efeitos no homem** Potabilidade***
s I_—lerblc!das, In§et|_C|das, F unglc!das, Cancer, Intoxicacdo e Morte (130 0,01 mg/L
Arsénio  Mineracdo, Industria de vidros, tintas e
mg). (0,1335 mM)
(As) corantes.
Efluentes industriais, Galvanoplastia, Anemia, Retardamento do
Producéo de Pigmentos, Equipamentos crescimento, Morte (9 gramas),
o . . . ~ . ~ 0,005 mg/L
A eletrénicos, Lubrificantes, Acessorios Disfuncéo renal, Hipertenséo,
Cadmio - cid . ] (0,0445 mM)
(Cd) fotograflco§, I_nseyu las e ArterloscleroseA, C_:ancer e Doengas
Combustiveis fosseis. cronicas.
. - . Saturnismo, Tontura, Irritabilidade,
Efluente~s industriais, T abaco,,Tlr)tas, Dor de cabeca, Perda de memoria, 0,01 mg/L
Chumbo  Tubulagbes, Metalurgia e Industria de A M
. Deficiéncias musculares, Inflamacéo (48,3 uM)
(Pb) Eletrodeposicéo. . . A "
gastrintestinal, Vémitos e Diarréias.
Cobalto Industrias Quimica, Ceramica, Doencas pulmonares, Bécio, colapso 0,05 mg/L
(Co) Metallrgica e de Oleo. cardiaco e hipotireoidismo. (0,85 mM)
Corrosédo de tubulagdes, Esgotos
Cobre domésticos, Algicidas, Fungicidas, Lesdes no finado e Intoxicacio 2,0 mg/L
(Cu) Pesticidas, Mineragdo, Fundigdo e g §a0. (31,47 mM)
Refinamento de metais.
Cromio Eflue,n'ges |ndustr|_a|s, Pro_dugao de _ A o 0,05 mg/L
aluminio e aco, Tintas, Pigmentos, Alergias, Cancer e Intoxicacao.
(Cn . . (0,962 mMm)
Explosivos, Papel e Fotografia.
Pescados, Garimpos, Praguicidas, Morte (3-30 gramas), Vomitos,
Producdo de cloro, Desinfetantes, Dores abdominais, Diarréia,
- . . - ~ ! 0,001mg/L
Mercurio Pigmentos, Mineragéo, Esgotos, Osteoporose, LesOes cerebrais e (4,985 uM)
(Hg) Produtos odontolégicos, Farmacéuticos renais, Alteracdes psicoldgicas e ’ H
e Tintas. psicomotoras.
Galvanoplastias, Mineracdo, Queima
Ni de combustiveis fosseis, Fundicao de Cancer, Dermatites, Alteracdes 0,025 mg/L
iquel N . L . s
(Ni) metal, Pro_duggo de Ilgas metalica e cardiacas e respiratorias. (0,426 mM)
Fabricacdo de alimentos.
Galvanoplastias, Mineragéo,
i Combustdo de madeira, Incineragdo de  AlteracOes respiratorias, gastricas e 5,0 mg/L
inco . . .
@n) residuos, Esgotos domésticos e cardiacas. (76,475 mM)

Producéo de ferro e aco.

Fontes: *CUT-RJ (2000), ** ICSCs (2011), ***Ministério da Saude - Portaria n° 518 (2004); CONAMA - Resolugao n° 357

(2005)

A identificacdo da presenca de metais pesados no ambiente pode ser realizada por

ensaios quimicos e/ou fisico-quimicos. Todavia, estes ensaios sdo laboriosos e caros. Uma
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nova proposta para a determinagdo da contamina¢do ambiental de metais pesados consiste na
utilizacdo de biossensores que sdo capazes de, ndo so fornecer resultados quantitativos, como
também mostrar a disponibilidade biologica (biodisponibilidade) e assim, o efeito toxico
destes poluentes sobre o0 meio ambiente (Ramanathan et al.,, 1997). Desta forma, o
desenvolvimento de um biossensor metal-especifico vem sendo considerado um recurso
chave para caracterizar um ambiente contaminado com metais pesados, bem como monitorar
as acOes de remediacdo desta area (de Lorenzo e Kuenen, 1999; Weitz et al., 2001). Sendo
assim, este trabalho prop6s desenvolver biossensores bacterianos para a deteccdo de metais

pesados em amostras ambientais.

1.2 Biossensores

Os biossensores podem ser definidos como dispositivos analiticos, cujo sistema de
deteccdo da molécula-alvo é um componente biolégico (Alfaya e Kubota, 2002). Os
componentes bioldgicos podem ser organismos, tecidos, células, organelas, membranas,
enzimas, receptores, anticorpos, acidos nucléicos e macromoléculas orgéanicas (Bhatia et al.,
2000; Iwuoha et al., 2000; Turner et al., 1987; Zhang et al., 1991), que reconhecem a
substancia (EX. ions de metais pesados) através de intera¢fes bioquimicas. Outro componente
importante de um biossensor é o transdutor, que transforma o sinal biolégico em um sinal
analisavel por um dispositivo fisico-quimico, gerando, por exemplo, a liberacdo de gases,
emissdo ou absorcdo de luz, emissdo de calor, entre outras (Mulchandani e Bassi, 1995). Os
biossensores podem ser classificados em biossensores dpticos, eletroquimicos,
potenciométricos, termométricos, enzimaticos e microbianos. Diferentes metodologias e
equipamentos sdo utilizados na deteccdo e/ou quantificacdo de sinais gerados pelos
biossensores (Figura 1). S&o atributos dos sistemas biossensores: especificidade,
sensibilidade, confiabilidade, portabilidade, analise em tempo real e simplicidade na operacéo
(D'Souza, 2001).

1.3 Biossensores Bacterianos
Biossensores bacterianos podem ser constituidos de microrganismos ndo modificados

ou geneticamente modificados. Os biossensores com microrganismos ndo modificados

geneticamente sdo empregados para analise de substancias poluentes em amostras ambientais
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e para determinacdo da demanda bioguimica de oxigénio (Lee et al., 1991, 1992). A aplicagdo
mais comum de biossensores constituido de células microbianas naturais é a analise de
toxicidade de amostras com organismos luminescentes como, por exemplo, o Vibrio fischeri e
0 Photobacterium phosphoreum. Em ambos organismos, a reducdo da intensidade da
bioluminescéncia € utilizada para avaliar as alteragdes do metabolismo celular, quando o
organismo é exposto a uma amostra ambiental, sendo a diminui¢do da intensidade da luz

proporcional a toxicidade da amostra (Chang et al., 1981; Chatterjee e Meighen, 1995).

Espectrofotometro Luminémetro Lm”

Avaliacdo
visivel a olho nu Colora(;éo Luminescéncia

UV portatil

Citometro de fluxo ? . :
\7...\ i

Figura 1 — Diferentes metodologias e equipamentos utilizados na deteccdo e/ou quantificacdo de sinais gerados
pelos biossensores.

Por outro lado, microrganismos geneticamente modificados podem ser desenvolvidos
para produzir sinais quimicos, fisicos ou bioldgicos, provenientes da producdo de proteinas
reporteres como a luciferase, B-galactosidase, fosfatase alcalina e proteinas fluorescentes
(Tecon e Van der Meer, 2006).
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Para a construcdo genética de um biossensor bacteriano sdo necessarios alguns
componentes: um operador/promotor (o/p), o gene sensor, codificador da proteina que regula
a expressao do promotor de interesse e um terceiro componente, um gene reporter (Figura 2).
A sintese da proteina reporter € normalmente regulada pelo operador/promotor (Tecon e Van
der Meer, 2006). Na Tabela 2 sdo apresentados alguns componentes bioldgicos empregados
na construcdo de microrganismos biossensores geneticamente modificados para deteccdo e

quantificacéo de ions de metais pesados.

Biossensor Bacteriano

o/P Gene reporter

Figura 2 — Esquema da contrucdo de um biossensor bacteriano.

1.4 Genes reporteres

A tecnologia de gene repdrter permite a construcdo de biossensores de manuseio
simples. Os genes reporteres codificam a informacdo para a sintese de uma enzima cuja
atividade possa ser facilmente detectada. No biossensor, estes genes sdo ligados a um
promotor ativado pela substancia de interesse (Ex.: poluente organico, metal pesado,
composto de interesse, etc.). A quantidade de enzima produzida é proporcional & concentragdo
da substancia na amostra. Os principais genes codificadores de proteinas reporteres
atualmente empregados neste tipo de trabalho séo: lacZ, luckFF, lux e GFP (Magrisso, 2008).

Apesar desta variedade de genes repdrteres mencionados, durante a caracterizacdo de
novos promotores, ha dificuldades para obtencdo de uma quantificacdo rapida, que possa ser
feita sob situagdes adversas, tais como pH extremo e outras condi¢cdes ambientais. Por este
motivo, muitos autores tém utilizado a proteina reporter GFP, que apresenta uma grande

versatilidade, conforme sera descrito adiante.



Tabela 2 — Componentes bioldgicos empregados na construcao de biossensores baseados em microrganismos geneticamente modificados (continua).

Gene sensor Metal  Genes Reporteres Bactéria hospedeira Faixa de quantificagdo  Tempo de incubacdo  Referéncia
(mM)
arsB As”* blaz S. aureus 1-10 60 min Ji e Silver (1992)
As™* 10-100
Bi 100-1000
Sh 0,2-1
As luxAB (V. fischeri) E. coli 0,01-1 120 min Cai e Dubow (1997)
arsR As lucFF E. coli 0,01-1 8h Hakkila et al. (2002)
As luxCDABE (V. fischeri) 0,01-1
As lacz E. coli 0,1-100 30 min Ramanathan et al. (1998)
Sh 0,005-10
As® lucFF E. coli 0,033-1 90 min Tauriainen et al. (1999)
As™ 33-33000
Cd 10-10000
Sh 0,1-100
As luxAB (V. fischeri) E. coli 0,1-0,8 60 min Stocker et al. (2003)
As luxAB (V. fischeri) E. coli 0,1-0,4 60 min Trang et al. (2005)
As GFP (A. Victoria) E. coli 0,13-133 12h Roberto et al. (2002)
As lucGR (P. plagiophthalamus) P. fluorescens 0,1-10 120 min Petanen et al. (2001)
Cd lucFF S. aureus 0,5-5 120 min Tauriainen et al. (1997)
Sh 0,1-10
As® GFP (A. Victoria) E. coli 0,4-25 120 min Liao e Ou (2005)
ASS+ 1-50
Sh 0,75-8
arsRD As lacz E. coli 0,5-100 17h Scott et al. (1997)
Sh 0,1-10
cadAC Cd blaz S. aureus 0,5-100 90 min Yoon et al. (1991)
cadC (S. aureus) Cd lucF Bacillus subtilis 0,003-0,1 180 min Tauriainen et al. (1998)
Pb 1-10
Sh 0,033-3,3
Sn 33-1000
Zn GFP (A. Victoria) E. coli 1-33 120 min Liao et al. (2006)
Cd 0,0001-500
Pb 0,01-10
Sh 0,0001-10
chrB Cr lacz C. metallidurans 0,001-50 8h Peitzsch et al. (1998)
chrB cr* luxCDABE (V. fischeri) C. metallidurans 5-80 90 min Corbisier et al. (1999)
cr¥* 2,5-40
chrAB cr* lucFF C. metallidurans 2-100 120 min Ivask et al. (2002)
Cr6+ 0,04—1
cnrXYH Co luxDABE (V. fischeri) C. metallidurans 9-400 16 h Tibazarwa et al. (2001)
Ni 0,1-60

Fonte: Adaptado de Magrisso, 2008.
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Tabela 2 — Componentes bioldgicos empregados na construcao de biossensores baseados em microrganismos geneticamente modificados

(conclusao).

Gene sensor Metal  Genes Reporteres Bactéria hospedeira Faixa de quantificagdo ~ Tempo de incubacdo  Referéncia
(mM)

COpA Ag luxCDABE (V. fischeri) E. coli 0,3-3 80 min Riether et al. (2001)

Cu 3-30

Ag luckFF E. coli 0,003-0,3 120 min Hakkila et al. (2004)

Cu 0,3-300
copBC Cu luxAB (V. fischeri) P. fluorescens 1-100 180 min Tom-Petersen et al. (2001)
COpSRA Cu luxCDABE (V. fischeri) C. metallidurans 1-200 90 min Corbisier et al. (1999)
CUP1 Cu GFP (A. Victoria) S. cerevisiae 0,5-5000 120 min Shetty et al. (2002)
isiAB Fe luxAB (V. fischeri) Synechococcus spp 0,001-1 12h Boyanapalli etal (2007)
flic Al LuxAB (Vibrio harveyi) E. coli 40-400 20 min Guzzo et al. (1992)
katG Cd luxCDABE (V. fischeri) E. coli 2-35 90 min Ben-Israel et al. (1998)
merR (Shigella flexneri) Cd lucFF E. coli 1-100 60 min Virta et al. (1995)

Hg lucFF 10°-0,01
merR Hg GFP (A. Victoria) E. coli 0,005-0,5 8h Hakkila et al. (2002)

Hg lucFF 0,005-0,1

Hg luxCDABE (V. fischeri) 0,0001-0,1

Cd lucFF P. fluorescens 1-10 120 min Petanen et al. (2001)

Hg 10°-0,1
merRB Cd lucFF E. coli 0,27-80 120 min Ivask et al. (2002)

Hg 0,1-15

Zn 1380-4000

Hg lucFF E. coli 0,0002-0,01 120 min Ivsak et al. (2001)
merRT Hg luxCDABE (V. fischeri) E. coli 0,005-0,5 40 min Selifonova et al. (1993)

Hg luxCDABE (V. fischeri) Vibrio anguillarum 2,5.10%-5.10° 80 min Golding et al. (2002)
merRTPA (P. stutzeri) Hg luxCDABE (V fischeri) E. coli 0,00005-0,0005 Pepi et al. (2006)
pbrR Pb luxCDABE (V. fischeri) C. metallidurans 500-5000 180 min Corbisier et al. (1999)
pbrR Pb GFP (A. Victoria) E. coli 0,05- 0,4 12h Chakraborty et al. (1999)
pvd Fe GFP (A. Victoria) P. syringae 0,1-100 16 h Joyner e Steven (2000)
SmtA Zn luxCDABE (V fischeri) Synechococcus spp 0,5-4 240 min Huckle et al. (1993)
ZntA Cd lacz E. coli 0,0001-0,1 120 min Shetty et al. (2003)

Cd Red-shifted GFP (A. Victoria) 0,1-10

Pb lacZ 0,0001-0,1

Pb Red-shifted GFP (A. Victoria) 0,1-10

Cd luxCDABE (V. fischeri) E. coli 0,01-0,33 80 min Riether et al. (2001)

Zn 3-30

crt 30-300

Hg 1-30

Pb 0,03-1

Cd lacz E. coli 0.2-10 60 min Biran et al. (2000)
zntR Cd lucFF E. coli 0,05-30 120 min Ivask et al. (2002)

Hg 0,01-1

Zn 40-15000
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Fonte: Adapatado de Magrisso, 2008.
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1.5 A Proteina Verde Fluorescente (GFP)

A proteina verde fluorescente (GFP) é codificada pelo gene GFP da agua-viva
Aequorea victoria (Prasher et al., 1992). A GFP é um monémero de 30 KDa, com 238
aminoécidos. A estrutura da GFP ¢ constituida de um cilindro com aproximadamente 24A de
diametro e um comprimento de 42A. Este cilindro é composto por 22 fitas B-pregueadas,
dentro das quais o cromdforo esté localizado (Figura 3). As a-hélices formam capas no topo e
embaixo do cilindro e ainda protegem o croméforo. A cavidade contendo o cromoforo possui
muitos residuos de cargas além de moléculas de agua que auxiliam na manutencdo das pontes
de hidrogénio da estrutura (Tsien, 1998).

A proteina GFP selvagem absorve a luz azul no comprimento de onda de 395nm e
emite luz verde em 510nm, tanto no organismo vivo quanto purificada em solucdo. A
fluorescéncia da proteina GFP é produzida até a temperatura de 65°C; é estavel na presenca
de compostos desnaturantes, de proteases e na faixa de pH entre 6 a 12 (Ward et al., 1980). O
gene GFP pode ser expresso em muitos organismos eucariontes ou procariontes (Errampalli
et al., 1999). A proteina GFP pode ser utilizada como repdrter para visualizacdo da expressao

génica e localizacéo subcelular de proteinas (Welsh e Kay, 1997).

Figura 3 — Representacdo esquematica da Proteina Verde Fluorescente.
Fonte: Tsien, 1998.
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A proteina “enhanced” GFP (EGFP) é uma proteina modificada derivada de GFP,
mais estdvel (Clontech, 1996), com excitacdo em 488nm e emissdo em 508nm de
comprimento de onda, que apresenta um aumento de fluorescéncia da ordem de 35 vezes em
relacdo a selvagem (Li et al., 1997). Exemplo da utilizacdo gene para a monitoramento
ambiental foi demonstrado por Wells et al., 2005, onde realizaram a fusdo de um promotor
bacteriano sensivel a arsénio e 0 gene EGFP e testaram sua funcionalidade em Escherichia
coli DH5a, mostrando que a bactéria tornou-se um biossensor de arsénio.

Neste trabalho, foi utilizado o plasmideo pBB-EGFP (Quadros, 2007), que contém
algumas caracteristicas importantes para as estratégias propostas, tais como:

e Plasmideo amplo-espectro para transformacao de bactérias Gram-negativas;

e Gene de resisténcia ao cloranfenicol, possibilitando a clonagem em C. metallidurans;

e Possibilidade de transformagéo por conjugacao;

e Multiplos sitios de clonagens;

e Gene repérter EGFP;

e Sitio de clonagem Ndel (CATATG) a montante do gene EGFP, permitindo a clonagem
das regides operadoras/promotoras dos genes sensores antes do cddon de transcrisdo
ATG.

pBB-EGFP

o 5,5kb

#hol

Mdiel
Spel
Psil
Srmal
BarmH
Spel
Xbal
Bsfl
Sacll
Sacl

Figura 4 — Esquema do plasmideo pBB-EGFP.
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1.6 Genes biossensores de metais pesados

Alguns trabalhos descrevem o uso de fragmentos aleatérios de DNA e bibliotecas
gendmicas na construcdo de biossensores de metais pesados (Dubow, 1998), mas a grande
maioria dos relatos mais recentes aponta para uma escolha adequada de um gene sensor
conhecido, como por exemplo, regides regulatérias de operons de resisténcia bacteriana e/ou
mecanismos de captacdo de metais pesados (Tabela 2). As bactérias tém participacéo
consideravel nas transformacfes idnicas dos metais, promevendo assim aumento de sua
mobilidade (biolixiviacdo) ou sua imobilizagéo (biorremediacédo). A resisténcia bacteriana aos
ions de metais pesados resulta de mecanismos isolados ou simultaneos: precipitacdo
extracelular, sequestro no envelope celular, precipitacdo e transformacao redox intracelular
(Brunis et al., 2000; Rosen et al., 1999). Esses mecanismos sdo ativos contra os efeitos
toxicos dos fons de metais pesados (Pb?*, Hg?*, Cd**, As**, As>*, Sb*, Ag®, TI); tanto quanto
0s metais essenciais, quando presentes em concentracfes perigosamente elevadas para as
células (Zn**, Fe**, Fe3*, Ni**, Cu®*, Co®*, CrO,™) (Bontidean et al., 2000, 2004).

Dentre as bactérias resistentes a metais pesados, destaca-se a Cupriavidus
metallidurans CH34, anteriormente conhecida como Alcaligenes eutrophus, Ralstonia
eutropha, Ralstonia metallidurans CH34 e depois como Wautersia metallidurans CH34
(Vandamme et al., 2004). C. metallidurans ¢ classificada como [-proteobacteria
quimiolitotrofica facultativa, possui um cromossomo (3,9 Mb), um megaplasmideo (2,6 Mb),
e dois grandes plasmideos: pMOL30 (234 kb) e pMOL28 (171 kb) (Monchy et al., 2006).
Dentre todas as bactérias conhecidas, esta € a que apresenta os maiores indices de resisténcia
a metais pesados (Zn**, Cd**, Co**, Ni**, Cu®*, CrO,?, Hg**, Pb®"). Os genes codificadores
das proteinas que conferem resisténcia a estes metais estdo contidos nos plasmideos e também
no cromossomo (Diels et al., 2002; Grass et al., 2005; Mergeay et al., 2003; Taghavi et al.,
1997).

Por conterem operons especificos de resisténcia para 0os metais mercurio, arsénio e
chumbo, neste trabalho, o0 DNA total de C. metallidurans CH34 foi escolhido como molde
para obtencdo dos fragmentos de DNA correspondentes aos operadores/promotores de:
mercario (operon mer), arsénio (operon ars) e chumbo (operon pbr) para construgdes de

biossensores bacterianos dos respectivos metais.
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1.7 Operon mer

A atencdo voltada para o estudo dos varios temas ligados a biorremediacdo de ions
mercurio justifica-se pelo fato deste ser um dos metais pesados mais toxicos para todos 0s
seres vivos (Tabela 1).

O mercurio € um metal pesado altamente toxico para microrganismos, mas apesar
disso, ou exatamente por isso, operons de resisténcia a esse ion sdo frequentemente
encontrados nos genomas microbianos (Nies, 1999; Silver e Phung, 2005). Em bactérias, a
resisténcia aos ions mercurio é codificada pelo operon mer que estd presente em varias
bactérias Gram-negativas: E. coli, Shigella flexneri, Pseudomonas aeruginosa, Xhantomonas
sp., Serratia marcescens e Pseudomonas stutzeri; e também esta presente em bactérias Gram-
positivas: Staphylococcus aureus e Bacillus sp (Nascimento et al., 1992; Nascimento e
Chartone-Souza, 2003). Os operons mer variam na estrutura genética e sdo constituidos por
genes que codificam as proteinas regulatorias (merR e merD) e estruturais de transporte (merT
, merP e/ou merC , merF) e reducéo (merA) do fon Hg** a Hg® (Figura 5). Em alguns casos,
também esta presente 0 gene merB, que codifica uma proteina capaz de hidrolizar a ligagédo
metil-mercario C-Hg?*, antes da reducéo do Hg** (Nascimento e Chartone-Souza, 2003;
Silver et al., 2005).

O operon mer de C. metallidurans CH34 esta presente no cromossomo e nos
plasmideos pMOL28 e pMOL30. No plasmideo pMOL30 o operon mer esta inserido no
transposon Tn4380, sendo composto pelos genes merR, merT, merP, merA, merD e merE
(Mergeay et al., 2003). No plasmideo pMOL28, o operon mer apresenta grande homologia e a
mesma disposicdo dos genes do operon mer do plasmideo pMOL30, sendo também parte do
transposon Tn4378 (Champier et al., 2004). No cromossomo, 0 Operon mer € composto
apenas pelos genes merR, merT, merP, merA (Mergeay et al., 2003) (Figura 6).

O principal mecanismo de resisténcia bacteriano ao mercdrio é a reducéo de fons Hg**
a mercario metélico (HgP), que é um elemento volatil, capaz de difundir-se passivamente para
0 exterior da célula (Silver e Phung, 2005). O gene merP codifica uma proteina
periplasmética (MerP) que é capaz de se ligar especificamente a fons Hg** e transporté-los &
proteina de membrana MerT, cuja funcdo é transferir o fon Hg®* diretamente & redutase de
merctrio MerA. fons Hg?* que driblam esse sistema ou entram na célula por sistemas
inespecificos de captura de ions ligam-se a MerR, induzindo a expressao do operon (Figura 5)
(Champier et al., 2004; Rossy et al., 2004).
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Figura 5 — Representacdo esquematica de operons mer de diferentes bactérias.
Fonte: Nascimento e Chartone-Souza, 2003.

A regulacdo da expressao do operon mer € realizada pelas proteinas MerR e MerD.
MerD ndo se liga ao DNA, mas interage com o complexo MerR-promotor-operador, sendo
um co-regulador da inducéo do operon. Na falta de fons Hg**, forma-se um complexo ternario
entre MerR, MerD e a regido do promotor-operador, reprimindo a expressdo dos genes do
operon. Na presenca de fons Hg**, MerR liga-se a esse fon que &, entdo, deslocado da regi&o
do promotor-operador pela acdo de MerD, 0 que permite a expressdo dos genes do operon
(Champier et al., 2004).
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Figura 6 — Representacdo esquematica do sistema de resisténcia a Hg** em C. metallidurans CH34. Na parte
inferior da figura estéo representados os genes do operon mer presente nos plasmideos pMOL28 e
pMOL30 e na regido cromossomal. As flechas indicam o sentido de transcricdo dos genes. Na parte
superior da figura est&o indicadas as possiveis proteinas codificadas. fons Hg®* (+) séo transportados
para o interior da célula pelas proteinas MerP/MerT. MerA reduz fons Hg®* a Hg’ utilizando
NADPH. O merctrio metalico (Hg®) ¢ volatil e difunde-se para o meio exterior da célula. fons Hg**
livres ligam-se & MerR, provocando alteracdo da conformacdo MerR-MerD e consequentemente
ativacdo do operon.

Fonte: Biondo, 2008.
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A falta do gene merD no operon mer cromossomal ndo impede a expressao dos genes
de resisténcia desse operon. MerE é uma proteina com func¢do ainda desconhecida (Silver e
Phung, 2005).

Na construcdo da maioria das bactérias biossensoras de mercurio foi empregado, como
sensor de fons Hg*, um fragmento de DNA contendo 0 gene merR e a regido
operadora/promotora do operon merR (Tabela 2). Todavia, mais recentemente, Omura et al.
(2004) desenvolveram um biossensor bacteriano contendo um fragmento de DNA maior,
correspondente ao gene merR, a regido operadora/promotora € 0 gene merT. Estes autores
relataram ter conseguido, empregando esta abordagem, obter uma bactéria biossensora muito
mais sensivel, capaz de detectar niveis picomolares de ions Hg*".

Para este trabalho, a regido do operon merR/o/p foi inserida a montante do gene EGFP

para a construcao de um biossensor bacteriano especifico de mercurio.
1.8 Operon ars

O arsénio existe na natureza numa variedade de formas quimicas, incluindo espécies
organicas e inorgénicas. Os altos niveis de toxicidade de arsénio sdo muito bem conhecidos,
pois 0s seus compostos sao facilmente absorvidos por via oral ou inalagdo. O efeito toxico das
espécies de arsénio depende, principalmente, de sua forma quimica. Arsénio em aguas
naturais pode ocorrer como arsenito (As (I11) ou As®*") ou arseniato (As (V) ou As>"). Uma
longa exposicdo a compostos inorganicos de arsénio pode conduzir a varias doengas. Dentre
as formas mais tdxicas, o arsénio trivalente (arsenito) é 60 vezes mais tdxico que a forma
oxidada pentavalente (arseniato). Os compostos inorganicos sdo 100 vezes mais toxicos que
as formas organicas metiladas (Barra et al., 2000).

E bem conhecido que muitos microrganismos sobrevivem na presenca de compostos
de arsénio, induzindo a expressdo de proteinas da resisténcia (Diorio et al., 1995).

Em E. coli K12, a presenca do operon que confere resisténcia aos compostos
derivados de arsénio, 0 operon ars, foi detectado pela analise do genoma (Sofia et al., 1994).
O operon ars confere resisténcia a arseniato, arsenito e antimoniato (Carlin et al., 1995). O
operon ars desta bactéria é constituido por dois genes reguladores (arsR e arsD) e trés genes
estruturais (arsA, arsB, e arsC) (Figura 7A). A proteina ArsR funciona como repressor do
operon ars, ligando-se a regido o/p, impedindo a transcricdo dos genes a jusante. Foi

demonstrado que ArsR detecta As®* com elevada afinidade (Xu et al., 1996). Na presenca de
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arsénio, ArsR sofre uma mudanca conformacional e se libera da regido o/p do operon,
permitindo a transcri¢do dos genes estruturais arsDABC (Yagi, 2007).
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Figura 7 — Esquema da organizacdo do operons ars de: A) E. coli: plasmideo R773 e cromossdmico de E. coli

K12 e do plasmideo pl258 de Staphylococcus spp.; B) Operon ars do cromossomo 1 de C.
metallidurans CH34.

Fontes: A) Diorio et al., 1995; B) Zhang et al., 20009.
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O mecanismo de detoxificacdo de arseniato/arsenito de E. coli envolve a proteina
arseniato redutase (ArsC), que converte arseniato As®" em arsenito As** (mais t6xico), que &,
entdo, bombeando para fora da célula por uma permease de arsenito (ArsB).

Recentemente, verificou-se que no genoma de C. metallidurans CH34 também ha um
operon de resisténcia a arsenito/arseniato (Zhang et al., 2009).De fato, 0 cromossomo 1 de C.
metallidurans CH34 contém sete genes envolvidos na resisténcia a arsenito/arseniato: arsR-
arsl-arsC2-arsB,-arsC1l-arsH-arsP (Figura 7B). Neste trabalho, a regido do operon o/p/arsR
foi inserida a montante do gene EGFP para a constru¢cdo de um biossensor bacteriano

especifico de arsénio.

1.9 Operon pbr

Os autores Borremans et al. (2001) descreveram o primeiro mecanismo especifico de
resisténcia aos fons Pb** em bactérias. Esse mecanismo, descoberto em C. metallidurans
CH34, é codificado pelo operon pbr e combina as funcdes envolvidas na captura, efluxo e
actmulo de fons Pb** (Figura 8A).

O operon pbr contém 0s seguintes genes estruturais: pbrT, que codifica uma proteina
de captura de fons Pb®"; pbrA, que codifica ATPase do efluxo de Pb-'; porB, que codifica
uma proteina integrante da membrana de funcdo desconhecida; e pbrC, que codifica uma
proteina peptidase sinal. A jusante do pbrC, o gene do pbrD, foi identificado como uma
regido do DNA que seria essencial para a funcionalidade do sequestro de fons Pb*. A
transcricdo do pbrABCD é dependente da inducdo da regido promotora por fons Pb*. A
regulacdo do operon é feita pelo gene pbrR, que pertence a familia de proteinas regulatérias
MerR sensiveis a ions (Borremans et al., 2001). A Figura 8B ilustra um esquema do operon
pbr e parte da seqiiéncia de DNA.

Outros mecanismos de resisténcia ao chumbo foram descritos, todavia, nao
especificos, tais como o operon cad (Cd**/Pb**/Sb**), encontrado no plasmideo pI258 de S.
aureus (Liao et al., 2006), e o0 gene zntA (Cd**/Zn**/Pb**) de E. coli (Shetty et al., 2003).

Para o trabalho aqui proposto foi empregada a insercdo da regido do operon pbrR/o/p a
montante do gene EGFP para a construcdo de um biossensor bacteriano especifico de
chumbo.
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Figura 8 — A) Modelo do operon pbr de C. metallidurans CH34 que codifica resisténcia aos fons Pb*". Est&o
indicados os genes: pbrT (captura de Pb?*), pbrR (regulador do operon), pbrA (ATPase do efluxo de
Pb?"), pbrB (funcdo ainda desconhecida), pbrC (peptidase sinal), pbrD (seqilestro de Pb**). B) Parte
da seqiiéncia do operon pbr do plasmideo pMOL30 de C. metallidurans CH34, destacando o inicio
e o fim do gene pbrR e a regido operadora/promotora.
Fontes: A) Borremans et al., 2001; B) National Center for Biotechnology Information (NCBI).
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6.1 Biossensor de Mercurio

O fragmento de DNA correspondente aos genes merR/OP de C. metallidurans CH34
foi amplificado, com sucesso, empregando-se a técnica de PCR, utilizando
oligonucleotidios desenhados neste trabalho. Este fragmento de DNA foi clonado,

com sucesso, no vetor pTZ57R/T, obtendo o plasmideo pTZ-Mer;

O fragmento de DNA sensivel a presenca de fons Hg** (merR/OP) foi inserido &
montante do gene EGFP no vetor caga promotor pBB-EGFP, originando o plasmideo

biossensor pGHg.

Os Clones E. coli DH5a / pGHg e C. metallidurans CH34 / pGHg expressam a
proteina EGFP na presenca de fons Hg**, demonstrando a funcionalidade do

biossensor de mercurio construido;

Os resultados somados dos clones biossensores E.coli e C. metallidurans / pGHg,
acoplados a técnica analitica empregada, foram capazes de detectarem a presenca de

fons Hg** na faixa entre 80 pM até 1,2 pM.

6.2 Biossensor de Arsénio

O fragmento de DNA correspondente aos genes OP/arsR de C. metallidurans CH34
foi amplificado, com sucesso, empregando-se a técnica de PCR, utilizando
oligonucleotidios desenhados neste trabalho. Este fragmento de DNA foi clonado,

com sucesso, no vetor pTZ57R/T, obtendo o plasmideo pTZ-Ars;

O fragmento de DNA sensivel a presenca de fons As?** (OP/arsR) foi inserido a
montante do gene EGFP no vetor caga promotor pBB-EGFP, originando o plasmideo

biossensor pGAs.

Os Clones E. coli DH5a / pGAs e C. metallidurans CH34 / pGAs expressam a
proteina EGFP na presenca de fons As®*, demonstrando a funcionalidade do

biossensor de arsénio construido;
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e O clone recombinante C. metallidurans CH34 / pGAs apresentou melhores resultados
de IFR como biossensor de arsénio do que a linhagem recombinate E. coli DH5a /
pGAs;

6.3 Biossensor de Chumbo

e O fragmento de DNA correspondente aos genes pbrR/OP de C. metallidurans CH34
foi amplificado, com sucesso, empregando-se a técnica de PCR, utilizando
oligonucleotidios desenhados neste trabalho. Este fragmento de DNA foi clonado,

com sucesso, no vetor pTZ57R/T, obtendo o plasmideo pTZ-Pbr;

e O fragmento de DNA sensivel a presenca de fons Pb** (pbR/OP) foi inserido a
montante do gene EGFP no vetor caga promotor pBB-EGFP, originando o plasmideo
biossensor pGPb.

e Nao houve uma de deteccéo significativa de fons Pb?* pelo clone recombinate E. coli
DH5a / pGPb,

e O clone recombinante C. metallidurans CH34 / pGPb expressa a proteina EGFP na
presenca de fons Pb®*, demonstrando a funcionalidade do biossensor de chumbo

construido;
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