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RESUMO

Cespedes LG. Controle da composi¢édo do copolimero P3HB-co-3HHXx por inducéo gradativa
da expressdo dos genes phaA e phaB em Pseudomonas sp. LFM461. [Dissertacao
(Mestrado em Biotecnologia)]. Sado Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
S&o Paulo; 2016.

Os polihidroxialcanoatos (PHA) sdo materiais poliésteres acumulados por
bactérias e possuem propriedades termoplasticas, biodegradaveis, biocompativeis e
podem ser produzidos a partir de matérias-primas renovaveis. Copolimeros de 3-
hidroxibutirato e 3-hidroxihexanoato (P3HB-co-3HHX) tém atraido interesse, pois
apresentam propriedades semelhantes ao polietileno de baixa densidade para
frac6es de 3HHx menores que 20 mol%; ja em fracdes maiores de 3HHx o polimero
tende a ser mais elastico assemelhando-se a PHA contendo mondémeros de cadeia
média. Recentemente, foi construida em nosso laboratério, uma linhagem de
Pseudomonas sp. (LFM461) abrigando genes de biossintese de PHA de Aeromonas
sp., apresentando capacidade de produzir PHA contendo elevada fragdo de 3HHXx
(>20 mol%) a partir de glicose. Neste projeto, criou-se um sistema genético para
regulacdo da composicdo do copolimero P3HB-co-3HHx pela inducdo de genes
responsaveis pela biossintese de precursores 3HB. Utilizando um plasmideo
contendo o gene de proteina fluorescente mRFP1, o promotor lac foi testado como
funcional no hospedeiro LFM461. Assim, foram construidas cinco versfes do
plasmideo de controle de copolimero (pCC), baseados no promotor lac. Em cada
nova modificacdo do pCC, o plasmideo resolveu problemas de estabilidade e
expressdo, tanto na linhagem teste E. coli MG1655 quanto na linhagem alvo
Pseudomonas sp. LFM461. Entretanto, mesmo com a versao mais aprimorada, o
pCC-5, ndo foi possivel estabelecer um processo no qual houvesse o controle dos
precursores 3HB em Pseudomonas sp. LFM461, e, portanto, controlar a composi¢ao
do copolimero. Através de experimentos de atividade enzimética e RT-gPCR do
MRNA, foi possivel indicar que o problema esta na impossibilidade do promotor lac
de promover expressao dos genes de biossintese de 3HB presentes nos pCC.

Palavras-chave: Polihidroxialcanoatos. P3HB-co-3HHx. Polimeros biodegradaveis.
Pseudomonas. Controle da Composicao.



ABSTRACT

Cespedes LG. Composition control of P3HB-co-3HHXx through gradative expression of phaA
and phaB genes in Pseudomonas sp. LFM461. [Masters thesis (Biotechnology)]. Sdo Paulo:
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo; 2016.

Polyhydroxyalkanoates (PHA) are polyesters material accumulated by bacteria
which has thermoplastic, biodegradable and biocompatible properties and can be
produced from renewable feedstocks. Copolymers of 3-hydroxybutirate and 3-
hydroxyhexanoate (P3HB-co-3HHX) which contain less than 20mol% of 3HHx have
being investigated for its properties, which are similar to low density polyethylene. If
the 3HHx content is more than 20mol% the PHA material tends to be more elastic
and similar to medium-chain-length PHA (PHAwmcy). Recently, our laboratory has been
investigating a Pseudomonas sp. strain, LFM461, which can produce high 3HHx
content (>20mol%) from glucose when hosting PHA biosynthesis genes from
Aeromonas. In this project, a genetic system was designed for control of P3HB-co-
3HHX composition by induction of 3HB monomers biosynthesis. Using a fluorescent
protein mRFP1 gene under control of a Lac promoter, the promoter functionality was
successful tested in our Pseudomonas sp. LFM461 host. Thus, five versions of a
copolymer control plasmid (pCC) were built based on the Lac promoter. However,
even though improvements were made on stability and expression profile of pCC it
was not possible to establish an assay of successful PHA composition control in
Pseudomonas sp. LFM461. By enzymatic activity and RT-gPCR of cDNA
experiments we have indications of problems in the Lac promoter on driving the
expression of 3HB genes in pCC.

Keywords: Polyhydroxyalkanoates. P3HB-co-3HHx. Biodegradable polymers.
Pseudomonas. Composition control.



1 INTRODUCAO

Os polihidroxialcanoatos (PHAS) sdo poliésteres acumulados na forma de
granulos intracelulares por diversas bactérias em condigbes de limitacdo de um
nutriente essencial e excesso de fonte de carbono (1). Os granulos de PHA provém
reserva de fonte de carbono e energia para a célula bacteriana e chegam a
corresponder a até 80% da massa total de células (2). Os PHA apresentam
propriedades termoplésticas, sdo biodegradaveis e biocompativeis, despertando
interesse industrial como alternativa aos plasticos de origem petroquimica, cuja
demanda tende a aumentar (3, 4).

A férmula genérica do mondémero de PHA é exibida na Figura 1, o radical (R%)
define se o mondémero é classificado como de cadeia curta (3HAsc, do inglés short-
chain-length) ou de cadeia média (3HAmcL, do inglés medium-chain-length) (5). O
poli-3-hidroxibutirato (PHB) € formado por monémeros de 3-hidroxibutirato (3HB) e
apresenta propriedades de baixo alongamento a ruptura e, portanto, caracteristicas
de material duro e quebradico (6). Em contraste, os polimeros PHAyc. formados por
mondmeros como 3-hidroxihexanoato (3HHXx), 3-hidroxioctanoato (3HO), 3-
hidroxidecanoato (3HD) e 3-hidroxidodecanoato (3HDD) sédo conhecidos por
apresentarem maior alongamento a ruptura que o PHB e assim formarem materiais

com propriedades elastoméricas (7).
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Figura 1 - a) Mon6mero de PHA, onde R! é a cadeia gue define HASCL ou HAMCL. b) Exemplos de
monoémeros de PHA: 3HB - 3-hidroxibutirato; 3HH - 3-hidroxihexanoato e 3HO - 3-hidroctanoato.

A composicdo monomerica do polimero depende de trés fatores: i) dos tipos
de mondmeros que sdo sintetizados pela linhagem hospedeira, ii) da quantidade de
cada tipo de monémero disponivel no citoplasma e iii) da especificidade da enzima
PHA sintase por estes diferentes mondémeros. A fim de modular a composicdo do

polimero, varios trabalhos utilizaram a clonagem do gene que codifica a PHA sintase



(phaC) seguida de sua expressdo em um hospedeiro que a suprisse com
monodmeros diferentes dos encontrados no organismo de origem (8-12).

Tendo em vista uma maior aplicabilidade destes materiais, alguns estudos
tém por objetivo produzir polimeros com novas propriedades (13). Os copolimeros
de 3HAwmcL e 3HAscL produzidos nesses estudos mostraram ser promissores quanto
a novas aplicacdes destes materiais, com destaque ao P3HB-co-3HHX,
naturalmente produzido por bactérias do género Aeromonas quando supridas com
fonte de carbono contendo &cidos graxos (14). Os copolimeros P3HB-co-3HAwcL
com teor de 3HAyc. até 20 mol% demonstram ter propriedades semelhantes ao
polietileno de baixa densidade (6).

Entretanto, para produzir copolimeros de 3HB e 3HAucL em bactérias como
Escherichia coli, Ralstonia eutropha e Burkholderia sp., deve-se fornecer &cidos
graxos como fonte de carbono, devido a incapacidade das vias metabdlicas destas
bactérias em fornecer monémeros 3HAycL a partir de carboidratos. Para superar
essa limitacdo, em nosso laboratério (15), foi clonado o gene phaC de Ralstonia
eutropha e expresso em um hospedeiro phaC’ (LFM461) derivado da linhagem
Pseudomonas sp. LFM046 (16). O trabalho teve sucesso em produzir P3HB-co-
3HAmcL com cerca de 7 mol% de 3HAyc. utilizando glicose como Unica fonte de
carbono (16). Em seguida, outro trabalho teve sucesso em aumentar ainda mais o
teor de 3HAwcL. Desta vez, a PHA sintase recombinante de Aeromonas sp TSM81
foi usada para produzir o copolimero P3HB-co-3HHx a partir de carboidratos.
Utilizando o plasmideo pBBR1MCS-2::phaPCJ, os resultados mostraram a produc¢ao
de um copolimero contendo 63% de 3HB e 37 mol% de 3HHx (Cespedes et al.,
dados nado publicados) e confirmam dados da literatura que demonstram a
capacidade da PHA sintase de Aeromonas ter especificidade tanto por mondmeros
3HB como 3HHx (11). Além de mondmeros 3HHx, foram também identificados
outros monémeros de 3HAywcL que podem ou nao estar presentes no copolimero.
Um teor de 3HHx maior que 20 mol% ndo € interessante do ponto de vista de
propriedades desejaveis para o material pois a partir desta porcentagem o material
passa a ser excessivamente maleavel (6). Desta maneira, controlar o teor deste
mondmero no polimero é de interesse industrial e demonstra um desafio
interessante na modificacdo de vias metabdlicas.

Outra alternativa para modificar a composi¢cdo do copolimero € controlar os

mondmeros supridos a PHA sintase. Os genes phaA (B-cetotiolase) e phaB



(cetoacetil-CoA redutase) podem ser superexpressos e seus produtos levam a um
aumento da biossintese de monémeros 3HB disponiveis a PHA sintase e, portanto,
a um aumento do teor de 3HB na composicao do copolimero. Ao aumentar a fracao
molar de 3HB no copolimero, é possivel diminuir o teor de 3HHx no copolimero sem
utilizar duas PHA sintases com especificidades diferentes. Utilizar duas PHA
sintases com especificidades diferentes poderia levar a formacdo de duas cadeias
poliméricas com composicbes diferentes e ndo um Unico copolimero com
composigao constante.

A simples superexpressdo dos genes phaA e phaB provavelmente ndo seria a
maneira mais eficiente de controlar a composi¢cdo do polimero pois aumentaria
desnecessariamente o fardo metabdlico (17) e assim ndo seria possivel modular o
teor de 3HB. Uma estratégia mais interessante para o controle da composi¢do do
copolimero é utilizar uma regulacdo da expressdo dos genes phaAB, assim, seria
possivel um controle mais preciso da composi¢cdo, além de ndo aumentar o fardo
metabdlico. Um estudo da expressao do gene prpE — gene que catalisa a formacao
de propionil-CoA - sob o controle do promotor Piacacuvs (induzido por IPTG) em
Salmonella entérica mostrou-se eficiente no controle do copolimero poli-3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato (18). Pela modulacdo da expressao génica,
alcancou-se variacdes de 2 a 25 mol% de 3-hidroxivalerato (3HV) na composi¢ao do
copolimero (18). Em outro trabalho, utilizou-se o controle da expressao do gene
prpE — uma propionil-CoA sintetase - para modular a biossintese de 3HV, a fim de
produzir um copolimero de P3HB-co-3HV em Escherichia coli, atingindo uma faixa
entre 5 e 18% de 3HV na composi¢do molar do PHA (19).

Juntamente com técnicas de modificacdo génica e engenharia metabdlica, é
interessante que se use fontes de carbono alternativas com objetivo de diminuir os
custos de producédo do processo. Biomassa de material lignocelulésico é altamente
disponivel por ser rejeito do setor agricola. Celulose e hemicelulose estdo sendo
cada vez mais utilizados em bioprocessos devido a recentes avangos no pre-
tratamento destas matérias prima (20). A lignina € um polimero complexo de
diferentes compostos aromaticos ligados entre si, sua estrutura pode variar
dependendo do método de extracdo e do material lignocelulésico do qual é retirado
(21). Assim, uma oportunidade de utilizacdo da lignina estad no uso como substrato

ao processo de producao de PHA por microrganismos capazes de consumir 0S



compostos arométicos presentes, candidatas a este processo sdo as bactérias do

género Pseudomonas (22).



2 CONCLUSOES

Foram construidos cinco de plasmideos capazes de controlar a producédo de
PHB em E. coli MG1655. Aprimoramentos foram observados nestes plasmideos
referente a manutencdo no hospedeiro, vazamento da expressao e expressao total.
A construgdo do pCC-1 demonstrou instabilidade no hospedeiro Pseudomonas sp.
LFM461, assim, foi necessaria edicdo do plasmideo obtendo-se o pCC-3. A
capacidade do hospedeiro em promover eventos de recombinacdo homdéloga com
facilidade pode ser explorada como caracteristica Util para edicdo de seu genoma.

A linhagem Pseudomonas sp. LFM461 pCC-3 ndo demonstrou a capacidade
de controlar a composicdo do copolimero, e em condi¢cdes de inducdo nao foi
detectado mudanca de valores de atividade enzimatica das proteinas sob controle
do sistema P ac/lacl?. Assim, o pCC-3 foi aprimorado para pCC-4 e em seguida
pCC-5. Apesar de melhoras terem sido percebidas em experimentos com E. coli
MG1655 abrigando os pCC-4 e pCC-5, nenhuma das duas versdes foram capazes
de controlar a composicdo do copolimero P3HB-co-3HHXx em Pseudomonas sp.
LFM461. Em experimentos de RT-gPCR com pCC-4 e pCC-5 no hospedeiro final
ndo se observou aumento dos niveis de transcricdo dos operon phaAB em
condi¢cBes de inducéo.

Em um primeiro momento, atraves de experimentos de fluorescéncia
anteriores a construcdo dos pCCs, o promotor lac foi validado para controle de
expressdo em Pseudomonas sp. LFM461, mas, ao avaliar o conjunto de evidéncias
dos experimentos posteriores, conclui-se que o promotor lac ndo foi funcional no
hospedeiro. Apesar do objetivo final ndo ter sido atingido, varias questdes da
biologia molecular e regulacdo génica de Pseudomonas sp. LFM461 foram
discutidas neste trabalho. Neste sentido, avangos foram realizados a fim de viabilizar
futuros estudos sobre engenharia do metabolismo, producdo de PHAs e outros
bioprodutos na linhagem modelo Pseudomonas sp. LFM461 do Laboratério de
Bioprodutos.

Em estagio no JBEI os experimentos realizados abriram oportunidades de
estudo para os plasmideos criados, bem como para a linhagem Pseudomonas sp
LFM461:



O plasmideo pCC-4 foi avaliado em linhagens relacionadas a
Pseudomonas sendo fornecidas pelo proprio instituto. O plasmideo
demonstrou ser funcional em aumentar o teor de PHA produzido por estas
linhagens e potencial para ser aplicado a outras linhagens relacionadas
futuramente.

A linhagem Pseudomonas sp. LFM461 demonstrou bom crescimento
celular no consumo de &cido cumérico para a producdo de PHA, com
niveis de biomassa similares a glicose. Desta maneira, oportunidades
foram criadas para estudos mais profundos com fontes de carbono
relacionadas a lignina.

Foram construidos trés vetores para a producdo de 4&cidos 3-
hidroxibutirico e 3-hidroxipropidnico. Utilizando Pseudomonas sp. LFM461
pBT-4::tesB foi detectado a producdo de 311 mg/L de 3HB, niveis
comparativamente bons de producéo considerando uma primeira tentativa
(72, 88). Pode-se futuramente utilizar os pCCs para a producao
controlada de 3HB em E. coli MG1655.
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