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Resumo
Projeto de Curso

TITULO: DESENVOLVIMENTO DE BIOSSENSOR MICROBIANO DE METAL PESADO
UTILIZANDO SACCHAROMYCES CEREVISIAE COMO MODELO DE ESTUDO

ALUNO: Vinicius Simas Grilo
ORIENTADORA: Dr2 Elis Cristina Araujo Eleuthério, DBQ — Instituto de Quimica — UFRJ
COORIENTADORA: Dr2 Bianca Cruz Neves - UFRJ

As técnicas analiticas convencionais para deteccdo de metais pesados, como
espectrometria de absorcdo atbmica, sdo precisas, porém possuem um custo elevado e
necessitam de certa capacitacdo para serem utilizadas. Biossensores microbianos possuem
uma série de vantagens frente a técnicas convencionais como especificidade, baixo custo,
portabilidade, vida util mais longa, maior tolerancia a variacdes de pH e temperatura, além
de serem mais baratos que enzimas e anticorpos. Neste estudo, utilizando a levedura S.
cerevisiae como modelo, foi verificado o potencial biossensor de uma linhagem mutante
dessa levedura baseado no promotor PvSR2 (Stress-Related gene number 2 de Phaseolus
vulgaris), que responde especificamente a varios metais pesados, entre eles cadmio e
mercurio. Para a construcéo de tal biossensor, foram utilizados vetores plasmidiais com dois
genes reporteres, lacZ e GFP, sob regulagdo do promotor PvSR2 , onde estes foram
transformados em S. cerevisiae BY4741, gerando duas linhagens mutantes. Para avaliar a
capacidade de resposta das leveduras recombinantes a presenca de metais pesado, tais
células foram expostas a concentraces crescentes de Cd?* e posteriormente avaliada a
atividade B-galactosidase e a fluorescéncia nas mutantes contendo os genes reporteres lacZ
e GFP, respectivamente.

Palavras — chave: biossensor, cadmio, PvSR2, S.cerevisiae, lacZ, GFP




Abstract

The conventional analytical techniques for detection of heavy metals, such as atomic
absorption spectrometry, are precise, but expensive and require proper training in order to
use them. Microbial biosensor have many advantages compared to conventional analytical
techniques like specificity, low cost, portability, durability and higher tolerance to pH and
temperature variations. Besides, they are cheaper than enzymes and antibodies, which are
the most common type of biosensors used. In this study, using the yeastS. cerevisiae as a
model, the potential as a biosensor of a mutant strain based on the promoter PvSR2 (Stress-
Related gene number 2 of Phaseolus vulgaris), which responds specifically to heavy metals
like cadmium and mercury, was verified. In order to do it, the yeast S.cerevisiae BY4741 was
transformed with plasmid vectors with two reporter genes, GFP and lacZ, under the
regulation of the PvSR2 promoter, generating two mutant strains. To evaluate the capacity of
the recombinant yeasts to respond to heavy metals, the cells were exposed to increasing
concentrations of Cd?* and then the B — galactosidase activity and the fluorescence were

measured in the mutant yeasts with the reporter genes lacZ and GFP, respectively.

Keywords: biosensor, cadmium, PvSR2, S.cerevisiae, lacZ, GFP.
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1. Introducéo

O cadmio é um metal pesado classificado como carcinogénico pela Agéncia
Internacional de Pesquisa do Cancer (IARC, do inglés). Sua ocorréncia natural € em maior
parte associada aos minérios de zinco, cobre e chumbo. Em regifes onde ocorre a
mineragdo e refino destes minérios € possivel encontrar cadmio nos rejeitos, que muitas
vezes sem tratamento adequado, sdo despejados no meio ambiente, provocando
contaminacdo ambiental mesmo em baixas concentracdes,pois tal metal € bioacumulativo.

Em amostras de solos agricultaveis de Sao Paulo, Brasil, foram encontradas
concentracdes de cadmio de 3,4 ppm (ABREU et al., 2005) e tal nivel &€ preocupante, uma
vez que metade dessa concentracdo foi reportada por Jin et al (2003) como sendo
extremamente toxica.Nesta concentracdo, o cadmio é capaz de inibir mais da metade de um
dos principais mecanismos de reparo de lesdes do DNA.

Mediante a este quadro, 0 monitoramento de areas contaminadas por este metal é
extremamente importante para evitar futuros problemas de salde relacionados ao cadmio,
pois além do cancer ele pode ocasionar diversos distirbios metabodlicos e doencas 0sseas
como osteoporose e osteomalacia. Esse monitoramento é feito geralmente por técnicas
analiticas convencionais como espectrometria de absor¢cdo atdmica ou espectrometria de
massas com plasma indutivamente acoplado, que sdo caras e que demandam
especializagéo.

Uma ferramenta analitica que em muitos casos € igualmente poderosa, porém mais
econdmica, sdo os biossensores. Os biossensores sdo compostos por um transmissor de
sinal e um elemento biolégico capaz de captar o sinal transmitido, onde o elemento bioldgico
pode ser uma enzima, uma célula, um tecido ou ainda microrganismos. Esse tipo de
tecnologia possui tendéncia de aplicacdo crescente e movimenta cerca de 13 bilhdes de
dolares em todo mundo (TURNER, 2013). A principal vantagem além do preco é o fato de
gue biossensores podem ser aplicados in situ e dispensam especializagdo em muitos casos.

Os biossensores enzimaticos sdo os mais utilizados no mercado. No entanto, a
utilizacdo de biossensores microbianos é vantajosa frente ao uso de biossensores
enzimaticos, pois estes podem operar em uma maior faixa de temperatura e pH, sdo mais
susceptiveis a manipulacdo genética. Dentre 0s microrganismos utilizados nos
biossensores, a leveduraS.cerevisiae possui um alto interesse econémico, pois apesar de
ter uma menor capacidade de absor¢cdo de metais que outros microrganismos, sua

biomassa é facilmente obtida em meio sintético relativamente barato.



2. Reviséo bibliogréfica

2.1. Biosensores

Um biossensor € um dispositivo analitico composto pela combinacdo de um elemento
sensorial biolégico com um transmissor para produzir um sinal proporcional a concentragéo
do analito (LElet. al, 2006). O elemento biolégico pode ser uma enzima, um anticorpo, uma
célula de tecido ou ainda um microrganismo, jA o transmissor pode ser uma alteracao
quimica no meio, emissdo ou absorcao de luz, fluorescéncia, sintese ou degradacao de um
produto. Possuem uma vasta area de aplicagdo, sendo utilizados em monitoramento
ambiental, na area de saulde, na indulstria ou ainda estrategicamente para defesa e
seguranca (TURNER, 2013).

Segundo Turner (2013),0 conceito basico de biossensor foi primeiramente elucidado
por Leyland C. Clark em 1962, no que ele descreveu como “eletrodo enzimatico”. Tal
eletrodo tratava-se de uma inovagéo de um de seus eletrodos de oxigénio, onde nele estava
imobilizada a glicose oxidase, enzima responsavel pela oxidagdo da glicose em sua
respectiva lactona, que por fim é hidrolisada a acido gliconico. Dessa forma, foi construido
de maneira simples e prética, um biossensor para glicose, cujo principio € utilizado até hoje
para a deteccdo e monitoramento de glicose no sangue humano, essencial para pessoas
com diabetes.

Existe atualmente uma enorme quantidade de publicacées na area de biossensores
(Figura 1). De acordo com Turner (2013), tais giram em torno de dois tipos principais de
instrumentacdo: maquinas de laboratério sofisticadas e de alto desempenho, capazes de
fazer medidas rapidas, precisas e convenientes de componentes ou intera¢des biologicas
complexas; e dispositivos portateis, faceis de usar que dispensam especializa¢do, para uso

em diversos ambientes ou aplicagfes in situ.



Biosensor Publications
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Figura 1: Gréfico de publicagdes contendo o termo "biossensor" entre 1980 e 2011, usando a Web of
Knowledge (TURNER, 2013).

Mediante ao desenvolvimento tecnoldgico e industrial, bem como o aumento da
longevidade, a tecnologia de biossensores se faz muito necessaria, em especial os de
instrumentacdo pratica, simples e de facil manejo, que dispensa especializacdo. Um
levantamento (Figura 2) apontado por Turner (2013) mostra que, por conta da versatilidade
e potencial de aplicacdo dos biossensores, essa tecnologia possui um grande interesse
comercial e movimentou no ano de 2013 cerca de 13 bilhdes de délares e possui tendéncias

crescentes.
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Figura 2: Gréfico mostrando o valor em milhdes de US$ que o mercado de biossensores movimentou
ao longo dos anos e sua tendéncia crescente (TURNER, 2013).



Dentre os mais variados tipos de biossensores (Figura 3), a maior parte deles utiliza
enzimas como biomolécula por conta de sua alta especificidade para um substrato ou

inibidor.
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Figura 3: Fluxograma mostrando os diversos tipos de biossensores existentes (Fonte:
<http://www.frost.com/prod/servlet/cpo/43865876>)

Porém, de acordo com Lei et al (2006), apesar de sua alta especificidade, a
utilizacdo de enzimas como biossensores é limitada por conta do processo de purificacdo da
mesma, que € caro e demanda tempo. A utilizagdo de biossensores microbianos oferece
uma grande vantagem frente a ao uso de enzimas, como susceptibilidade a manipulacdo
genética, resisténcia a uma maior faixa de pH e temperatura e a capacidade sensorial para
diversos compostos. A desvantagem seria a perda de especificidade do biossensor, porém
esta pode ser contornada ou amenizada por meio da tecnologia do DNA recombinante, onde
esta oferece uma gama variada de possibilidades como aumentar uma atividade de uma
enzima ja existente no microrganismo usado como modelo de estudo, promover uma
superexpressao autéloga ou ainda uma expressao heteréloga, dependendo do objetivo
desejado e claro, das limitacbes do modelo.

Biossensores microbianos sdo produzidos por meio da imobilizacdo do
microrganismo no transmissor de sinal, de modo que estes figuem muito proximos um do

outro. A resposta, estabilidade operacional e vida util do biossensor sdo dependentes da



estratégia de imobilizagcéo utilizada, podendo esta ocorrer por métodos quimicos ou fisicos
(LElet al, 2006).

Dentro dos métodos quimicos, estao a ligacdo covalente e a ligagao cruzada, onde o
primeiro consiste na formacdo de uma ligagdo covalente entre os grupos funcionais da
parede celular (ou membrana) do microrganismo e 0s do transmissor; ao passo que 0
segundo consiste na formagéo de ligacdes entre diversos grupos funcionais da membrana
celular externa e os do transmissor por meio de reagentes multifuncionais, visando a
construcdo de uma rede de ligacbes. Ambos os métodos utilizam reagentes danosos ao
microrganismo, porém no de ligacdo covalente Vviabilidade celular € totalmente
comprometida, enquanto que no de ligacdo cruzada, a viabilidade celular é afetada, mas a
atividade biologica ndo, permitindo a utilizacdo das enzimas intracelulares na detecgcéo do
analito. (LEI et al, 2006).

Os métodos fisicos consistem em adsorcdo e aprisionamento, onde ambos o0s
métodos ndo se utilizam da formacgdo de ligagbes quimicas entre 0 microrganismo e o
transmissor. Por ndo utilizarem reagentes quimicos nocivos, promovem pouca perturbacdo a
estrutura e fungdes originais do microrganismo, 0 que faz desses métodos essenciais
quando células viaveis sao necessérias. A adsorcéo fisica é o método de imobilizacdo mais
simples, porém usar somente este método faz com que o biossensor perca estabilidade a
longo prazo por conta da dessorcdo dos microrganismos com o tempo. (LEI et al, 2006).

2.2. Céadmio

O cadmio (Cd) é um metal pesado de numero atbmico 48, peso atbmico 1124,
densidade 8,6 g/mL, ponto de fus&o de 320,9°C e ponto de ebulicdo de 765°C. E um metal
maleével de cor cinza esbranquicado de forma cristalina hexagonal. Sua ocorréncia natural
se da nos minérios de zinco, cobre e chumbo, e por conta disso, elevadas concentragtes
deste metal no ar, agua e solo podem ser observadas préximo as fontes industriais, em
particular as de extracdo e refino de minérios de zinco e chumbo. Os compostos mais
comum de cadmio sdo acetato, sulfeto, sulfato, carbonato, 6xido e cloreto, sendo o cloreto,
sulfato e acetato de cadmio sollveis em agua enquanto que o 6xido e carbonato de cadmio
séo insoluveis (IARC, 1993; NORDBERG et al, 2007).

Com relagdo a sua aplicagdo, o caddmio é utilizado na forma metalica como
anticorrosivo, e sob a forma de alguns compostos como pigmento e estabilizante para
plasticos. Em ambas as formas, pode ser utilizado em baterias e pilhas de Ni — Cd,

componentes eletrénicos e ainda em reatores nuclear. Por conta de sua toxicidade, o uso de



cadmio vem diminuindo e é restrito por lei em alguns paises. (IARC, 1993; BERTIN e
AVERBECK, 2006; NORDBERG et al, 2007).

Além da intoxicag&o por conta da exposi¢do ocupacional, a intoxicacdo humana se da
principalmente por meio de cigarros, devido & quantidade de cadmio presente nele, mas
também pode advir da contaminacdo da &gua, da comida e do ar. Intoxicacdo aguda é
responsavel por danos aos pulmdes, testiculos e figado. J& a exposi¢cao cronica leva a
doencas que obstruem as vias aéreas, enfisemas, faléncia renal, complicacdes renais e
diabéticas, desregulacdo da pressdo sanguinea, problemas 6sseos e imunossupressao.
Tais efeitos negativos ocorrem por conta da bioacumulacao, pois a excrecdo deste metal
pelo organismo se da de forma bem lenta, de modo que sua meia vida seja de 15 a 20 anos.
(BERTIN e AVERBECK, 2006; IARC, 1993).

Conforme Abreu et al (2005) expbem em seu trabalho realizado com amostra de solos
de diversas areas do estado de S&o Paulo, a contaminagdo por cadmio de solos
agricultaveis no Brasil pode chegar a niveis preocupantes. A contaminac¢éo pode ser devido
ao uso de fertilizantes no tratamento de reposi¢do de micronutrientes, por deposicdo em
caso de regibes proximas a areas industriais ou ainda de maneira ndo pontual e difusa.O
problema da contaminacao dos solos agricultaveis é que a maioria das plantas possuem
uma alta capacidade de absor¢cdo de metais, incluindo o cadmio, onde elas podem viver
com concentracdes de cadmio que para elas ndo é nociva, mas que para o0 ser humano é
extremamente toxica.

Tabela 1: Valores de referéncia segundo Alloway (1995) (apud ABREU et al, 2005) e quantidades de
metais pesados em amostras de solo do estado S&o Paulo (adaptado de ABREU et al, 2005).

Valores de Conteudo nos solos
Metal pesado o
Referéncia (mg/kg) em SP (mg/dm?)

Cd 3 3.4

Cr 25 28,5-429
Ni 20 25,9-65,1
Pb 600 26 - 64

Na tabela 1, a concentracdo maxima de cadmio encontrada nos solos de SP é de 3,4
ppm, 0 que corresponde a uma concentracdo de aproximadamente 30,25 pM. De acordo
com Bertin e Averbeck (2006), concentracdes entre 1 e 5 uM de cadmio no organismo ja sédo
suficiente para produzir efeitos citotdxicos e Jin et al (2003) mostram que a concentracao de
15 uM deste metal ja é capaz de inibir 68% de um dos sistemas de reparo de lesdes no
DNA.



Segundo Bertin e Averbeck (2006) e Nordberg (2007), a toxicidade do cadmio foi
divulgada primeiramente na década de 50 no Japdo, onde este metal seria 0 causador da
doenca Itai-itai. Pela primeira vez a contaminacdo do cadmio foi descrita como nociva a
saude humana. Os sintomas mais severos eram lesdo renal, imunodeficiéncias, apatia,
danos aos 0ssos (osteoporose e osteomalacia), dores femorais, lumbago (lombalgia) e
deformacdes Osseas.

De acordo comBertin e Averbeck (2006), Hartwig (2010) e Filipi¢(2012), a espécie
reativa do cadmio uma vez dentro das células é o Cd?*, e possui mdltiplos efeitos nocivos. O
cadmio afeta o ciclo de progresséao celular, diferenciacéo, proliferacéo, a replicacdo e reparo
do DNA, as vias apoptéticas e induz estresse oxidativo de modo indireto.

A nivel de expressao génica, Bertin e Averbeck (2006) e Hartwig (2010) afirmam que
0 cadmio promove a superexpressao de uma grande quantidades de proteinas de diversas
vias metabdlicas, incluindo proto oncogenes como c-fos, c-mycec-jun, de modo que a
exposi¢cdo a esse metal é capaz de provocar grandes distarbios metabdlicos. A alteragcéo
nos niveis de expressdo de proto oncogenes pode levar a uma proliferacdo celular e
consequente desenvolvimento de tumores. Além da superexpressao de proteinas, a
exposicdo ao cadmio pode levar a inibicdo de algumas proteinas, como a proteina
supressora de tumor p53, pois provoca uma mudang¢a conformacional nesta ao substituir os
fons Zn?* na estrutura, de modo que esta perde sua funcédo de supresséo de oncogenes.

Nos mamiferos, o principal mecanismo de detoxificacdo do cadmio € via formacéo de
complexos deste metal com as proteinas metalotioneinas (MTs). Essas proteinas sao ricas
em residuos de cisteina e sdo capazes de se ligar a metais pesados, protegendo o
organismo contra a toxidez do cadmio e também contra estresse oxidativo. A capacidade
de se ligar a metais pesados advém justamente da quantidade de residuos de cisteinas
presentes, cerca de 30 %. A intoxicacdo por cadmio resulta em um aumento da producéo de
MTs e a transativagdo dos genes de MTs se d& nos elementos de resposta a metais,
presente nos promotores proximais deste gene; e nos fatores de transcricdo responsivos a
metal que contém dedos de zinco (BERTIN e AVERBECK, 2006; HARTWIG, 2010).

Outro mecanismo de detoxificacdo de cadmio importante observado tanto em
mamiferos quanto em S.cerevisiae é a quelacdo do metal por meio da glutationa (GSH). O
GSH é um tripeptideo, composto por residuos de glutamato, cisteina e glicina, que além da
detoxificacdo do cadmio atua como principal antioxidante ndo enziméatico em organismos
aerodbicos. A interagcdo com o cadmio se da pela forte interacdo entre o metal e o grupo tiol
presente no residuo de cisteina, levando a formag&o do complexo Cd(GS)2. Nos mamiferos,
este complexo é bombeado para fora da célula pela proteina Mrpl, enquanto que em

S.cerevisiae ele é transportado para o vacuolo através da proteina Ycfl, que é analoga a



proteina mamifera e cujo mecanismo proposto por Adamis et al (2009) pode ser observado
na figura 4. (ADAMIS et al., 2009)
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Figura 4: Modelo do mecanismo de detoxificacdo de caAdmio em S.cerevisiae. Sejam 0s significados
das siglas: Cd, cadmio; L-Glu, L-Cys e L-Gly, L-aminodcidos glutamato, cisteina e glicina
respectivamente; GSH, forma reduzida da glutationa; Gtt2, glutationa transferase 2; Ycfl,
transportador vacuolar;Gshl e Gsh2, enzimas responsaveis pela sintese de GSH; GS-Cd-GS e
Cd(GS)2, complexo formado entre o cddmio e glutationa; y-GT, gamma-glutamil transferase; Lap4,
aminopeptidase vacuolar (ADAMIS et al., 2009).

Segundo Averbeck e Bertin (2006) e Hartwig (2010), o cadmio possui uma grande
afinidade por grupamentos sulfidrila (SH). Hartwig (2010) explica que algumas destas
proteinas sdo chamadas de dedos de zinco e compdem uma familia de proteinas onde o
zinco é complexado através de quatro residuos invariantes de cisteina e/ou histidina,
formando um dominio de dedo de zinco. Tal dominio esta envolvido em ligacdo com DNA e
também em interac¢des do tipo proteina-proteina. A maioria das estruturas de dedos de zinco
esta descrita na literatura como motivos de ligagdo com DNA em fatores de transcricdo e
também foram identificadas em proteinas de reparo de DNA e controle de ciclo celular.

Apesar de o cadmio (Il) ndo ser capaz de participar de reacdo redox sob condicfes
fisiolégicas, ele induz um aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs) no meio
intracelular de modo indireto: diminuindo os niveis de moléculas antioxidantes como a
glutationa (GSH) e inibindo enzimas antioxidantes, como a catalase, a superéxido dismutase
e a glutationa redutase. Essas EROs séo extremamente nocivas a célula, podendo gerar
modificagbes oxidativas nas bases do DNA, afetar a permeabilidade da membrana
citoplasmatica e induzir a quebra do DNA em fita simples. E importante ressaltar que o
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cadmio (ll) ndo se liga ao DNA e nem interage de forma estavel com o mesmo. O estresse
oxidativo sozinho ndo é considerado suficiente para originar um tumor, apesar de
poderpromover o crescimento de um tumor ja existente por meio da desregulacdo do
crescimento celular. Esse mecanismo atua em conjunto com outros processos inibitorios
induzidos pelo cadmio (Il) para ter um efeito carcinogénico.

Dos sistemas de reparo de DNA, trés sao afetados pelo cadmio: reparo de
pareamento errado (MMR, do inglés), reparo por excisdo de nucleotideos (NER, do inglés) e
por excisdo de bases (BER, do inglés).

O mecanismo de reparo MMR atua na corre¢cdo de erros de replicacdo, como
pareamentos incorretos oriundos ou por uma substituicdo de bases (A-G ou T-C) ou por
insercao/delecdo em uma das fitas do DNA. Esse mecanismo envolve varias proteinas, que
reconhecem, fazem a exciséo e reparo de bases com pareamento incorreto. Ele também é
acionado para reparar outras lesdes no DNA induzidas pelo metabolismo intracelular normal
ou pela agcdo de agentes quimicos ou fisicos do meio. Erros de pareamento apresentam
potencial mutagénico e tumorigénico. Diversos estudos mostraram que ja em baixas
concentracdes (5 uM), o cadmio atua como inibidor de algumas proteinas do sistema MMR,
como MSH2-MSH6 (BERTIN e AVERBECK, 2006; HARTWIG, 2010; FILIPIC, 2012).

Jin et al. (2003) mostraram que o cadmio é extremamente mutagénico e que seu
potencial como inibidor aumenta de acordo com sua concentracdo no meio.Essa agéo
mutagénica ja é observavel em concentragdes encontradas no meio ambiente contaminado
e em niveis que podem ser encontrados acumulados no corpo humano. Na figura 5, é
possivel observar o percentual de inibicdo do sistema MMR de acordo com a concentracao

de cadmio.
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Figura 5: Percentual de inibicdo (entre parénteses no grafico) do sistema MMR como funcdo da
concentracdo de cadmio no meio (JIN et al., 2003)

O sistema NER é responsavel por reparar danos induzidos por produtos quimicos
genotoxicos que formam adutos volumosos de DNA, cross-links de DNA e produtos
originados de reagfes fotoquimicas por conta da radiacdo ultravioleta (UV). O principal
papel desse sistema é remover as lesbes no DNA que provocam distor¢do na dupla-hélice e
impossibilitam a transcricdo e replicagdo. Em humanos, o NER envolve pelo menos 30
proteinas em uma ordem definida. O NER é iniciado pela proteina xerodema pigmentosum
(XP) do grupo C (XPC), que atua como um sensor de danos ao DNA e recruta outros
componentes do NER, como a XPA. A exposi¢cdo ao cadmio interfere em diferentes etapas
do NER, por exemplo, inibindo a agdo da XPA, que € responsavel por reconhecer o dano no
DNA. O cadmio também promove perturbacdo no desligamento do XPC e XPA de regides
do DNA danificadas por UV tipo C. A consequéncia de um sistema NER defeituoso em
humanos é demonstrada por trés sindromes autossdmicas recessivas (xeroderma
pigmentosum, sindrome de Cockayne e tricotiodistrofia), que estdo associadas com
disturbios ao desenvolvimento e a saude, incluindo uma maior susceptibilidade ao cancer
nos pacientes com alguma dessas sindromes (BERTIN e AVERBECK, 2006; HARTWIG,
2010; FILIPIC, 2012).

O sistema BER permite a reparacdo de danos ao DNA provocados pelo préprio
metabolismo celular e agentes genotéxicos (UV tipo A, raios X, agentes alquilantes), como a
modificacdo oxidativa de bases do DNA e quebras da fita dupla em fita simples. A ac&o

desse sistema € essencial para reparo de danos gerados pela oxidacdo das bases e de
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quebra em fitas simples de DNA, prevenindo a mutagénese. A presenca do cadmio inibe e
modifica algumas proteinas deste sistema como a formamidopirimidina glicosilase, enzima
responséavel por reparar o dano mais comum ao DNA por meio de estresse oxidativo, que é
a formacdo 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina. Quando esta base é formada, se néo for reparada,
leva a um pareamento incorreto, que apos a replicacdo do DNA promove a transversao de
das bases G-C em T-A. Esse tipo de dano € altamente mutagénico e promove instabilidade
gendmica (AVERBECK e BERTIN, 2006; HARTWIG, 2010; FILIPIC, 2012).

2.3. Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae € um microrganismo eucarioto, unicelular e ndo patogénico. Foi o
primeiro eucarioto a ter seu genoma 100% sequenciado, em 1996.Desde entdo passou a
ser muito utilizado como modelo de estudo para os mais diversos objetivos como andlise de
funcdo e expressdo génica, interacdes entre proteinas e estudo de doencas (MAGER e
WINDERICKX 2005,BOTSTEIN e FINK 2011).

S.cerevisiae é de facil manipulacdo genética, onde mutacdes, interrupcbes ou
marcacdes génicas e outras técnicas de biologia molecular séo aplicadas com relativa
facilidade. Avangos na tecnologia do DNA recombinante a torna um modelo versatil e
excepcional, podendo esta ser aplicada no campo da pesquisa medicinal e também na
indastria, naproducdo de biocombustiveis, bebidas e alimentos.

Segundo Botstein e Fink (2011), pouco depois de 1996 a comunidade cientifica que
utilizava S.cerevisiae em seus estudos organizou uma biblioteca de mutantes deste
microrganismo. Atualmente, é possivel obter qualquer tipo de informacdo e atualizagéo
sobre S. cerevisiae no banco de dados online “Saccharomyces Genome Database”
(<http://www.yeastgenome.org/>).

Desde 1996 o numero de genes de S. cerevisiae que possuiam sua funcéo biolégica
conhecida subiu de 30% para 85%, e que cerca de 17% dos genes dessa levedura sao
membros de familias de genes ortélogos a genes associados a doengcas humanas. Além
disso, a caracterizacdo de proteinas humanas defeituosas em leveduras, por meio da
expressao génica heteréloga, pode revelar fungdes enzimaticas aberrantes que podem nédo
estar aparentes em testes em humanos. Outro beneficio de se estudar a funcdo de genes
associados a doencas humanas em leveduras é o potencial para remediacdo da deficiéncia
responsavel pela doenca (BOTSTEIN e FINK, 2011).

Leveduras também desempenham um papel importante na area industrial. Isso se

deve ao fato de possuirem uma série de vantagens frente a outros microrganismos, como
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baixo custo de meio de cultivo e um histérico de alta eficiéncia em tecnologias de
fermentacdo. Elas também s&o um subproduto dos processos de producéo, o que faz delas
um commoditie valioso para alimentagcdo animal sem que haja custo adicional para isso.
Essas vantagens séo ainda mais criticas quando se trata da producdo de biocombustiveis,
onde o produto é produzido em uma escala imensa. Leveduras ja sao utilizadas no Brasil e
na China para a producédo de etanol como combustivel (BOTSTEIN e FINK, 2011).

Com o rapido desenvolvimento industrial, a quantidade de rejeitos contendo metais
pesados que sdo continuamente despejados direta ou indiretamente no ambiente,
especialmente em paises em desenvolvimento, podem trazer sérios problemas de poluicdo
ambiental a ponto de ameacar a vida local. De acordo com Wang e Chen (2006), os
métodos convencionais de remocgdo de ions metélicos de solu¢cdes aquosas como
precipitacdo quimica, troca idnica, tratamento eletroquimico, tecnologias de membrana e
adsorcéo em carbono ativado apresentam algumas limitacdes. Por exemplo, a precipitagdo
guimica e tratamento eletroquimico séo ineficientes em baixas concentracdes de metais, ou
seja, da faixa de 1 a 100 mg/L (ppm).

Os outros métodos sao extremamente caros quanto utilizados para tratar uma
grande quantidade de rejeito com baixas concentra¢cdes de metais. Um processo alternativo
para tratar da problematica de grande volume de rejeito e baixa concentracdo de metais é a
utilizacdo de bioabsorventes, onde estes sdo capazes de detectar baixos teores de metais
em solucdo aquosa, podendo levar concentracdes da ordem de ppb para ppt (VEGLIO e
BEOLCHINI, 1997; VOLESKY, 1990 apud WANG e CHEN, 2006) .

Apesar de S.cerevisiae possuir uma bioabsorcdo mediocre, € um biomaterial visado
para estudo de bioabsor¢cdo por conta de suas caracteristicas Unicas para remocao de
metais em comparacdo com outros microrganismos.Sao faceis de cultivar em larga escala,
podendo ser cultivadas usando técnicas de fermentacdo nado sofisticadas em meios de
cultivo ndo caros. A biomassa de S.cerevisiae pode ser obtida de diversas indUstrias de
alimentos e bebidas, pois é subproduto do processo fermentativo e ao contrario de outras
biomassas industriais ndo possuem segredo de produgéo, o que facilita sua aquisicdo. Essa
levedura é considerada segura de um modo geral, ou seja, ndo € patogénica. S.cerevisiae
também ¢é aplicada como um organismo modelo para identificar os mecanismos de
bioabsor¢éo envolvidos na remogéo de ions metélicos do meio, principalmente para explorar
as interacdes metal — microrganismo a nivel molecular (WANG e CHEN, 2006).

A bioabsorcdo de metais por S.cerevisiae foi investigada de diferentes formas, como
células mortas ou vivas, intactas ou desativadas, imobilizadas ou livres, selvagem ou
mutante, engenheirada ou ndo engenheirada, culturas de laboratério ou cepas de rejeito
industrial. Além disso, Wang e Chen (2006) mostram que dentre alguns fatores que influem

sobre a bioabsor¢cdo de metais estdo inclusos a idade celular, propriedades dos ions
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metdlicos em solu¢do aquosa, condi¢cdes de cultivo, pH, temperatura, tempo de contato,
entre outros. Para Adamis et al. (2003), o fator que mais influencia a absorcao de metais € o
estado fisiol6gico da levedura e que quando esta se encontra no estado estacionario possui
a maior eficiéncia de remocdo dos metais do meio, chegando a absorver 97% em um
periodo de 24 horas (figura 6).
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Figura 6: Absorcao de cadmio porS. cerevisiae em diferentes fisiologias celulares.Células mortas (H),
em fase exponencial sem pré-aquecimento (®), fase exponencial pré tratadas com aquecimento de

40°C/1h (O), fase estacionaria células frescas (V) e fase estacionaria células secas (V ) (ADAMIS
et al., 2003).

2.4. Phaseolus vulgaris Stress Related Gene 2 (PvSR2)

Segundo Qi et al (2007), o PvSR2 é um gene que responde especificamente a
metais pesados, mas ndo a outros tipos de estresse ambiental. A sequéncia da regido

promotora deste gene pode ser observada na figura 7.
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-1623 CTGCAGRCATCGTTTTGTATTTAATTTCTATGETT TAGAT TTGGCTAARGCAGT CTATARAAACACATATT TAGTGATGTTT CAATAAT T TARARCTTTGT

1623 ARTRTATTTCCTRATGT T T T TR A ST A TR A TARAACT TATEE L BB AT TEA T GRA T AR ARG TAT TTTAGTAT T AT GTGTATGTATACAACAGA
HSE basic motif I-box
-1423 AATGAAT AR GG T AR A A A ARG TG TTAT T T TAT A T T A G AR A A A A A T T O ARRA TG ATTATAT ACATATC TAAARRGTTTTATT
HSE basic motil
=1323 TAGTAGRGTTCACGAAAGARTAT AR TGAL AT AT TT I TAAT TAT TCTGEAA T A TATAT T TTAAATGAT TRATATTAATCGAGACTETTC TOARL TCAR

-1223 CARTIEGEERT ARG TARRAAT TAAT TTCTART TATACAGTGCARAACCTTCATTCTARGAAT TGTTTTGRAL T AGGRAAARAGTARCCAT TCGTATG TGET
HSE basic molil
=1123 TTCATGTTARTGETTACARARTATTTACCAT TTC T T TETARAT TAT TT T TATEE AR R TCTAAT TGAGC T TTC TEAT CATAATCARGATTTTTTTATTTA

HSE basic motil
=1023 TTTARLEGEEE TR T AR T AT AT TR A AT AT T GAC AT AG T T T GAC T AR TAGARTGTGTCGRAT TTARRA T T TGT GO T ARRAGRAG T ATARRR
HSE basic mosif HEE basic motif
=923 TATRARTCAGCTACT TTTAAAAARTAT AR AL TEAATT TAGATATAACTTTTAR AR A TAT T T TR T AT TR TARCAATTACATTTCARTTRAARRTAT
GATA hax
-B23 TATAACATTTAARTGTTEETER TACAATTC AR TGAGT TARAT ARG TATAATATT AR CATTTAT T TGGTAC TCTC T T T T T TTAT GO GGG TRACCATTT
GATA box

=T33 TETTESTTTITASTCTGTGTAGACT T TAT GGRC OGS TT T T T CTACATC T CACCCATATARAATCTARATTTTTTAT T TT T T T TTCATCCTCGTAGRTTT

-§23 TTATARTTTAARAT TAATTTTARARLATTATATAT T T TATAT TAT AT AT T TGEARRGTTAATCTCARA T TTTARAAT ARATTTTTAGAT TATGTARTTCA
HSE basic motif

-423 TATTARLATAATAT TAAASAGARA T T TaR A T TATA T AAT AR T AT TACC TARA TOEAGAGARARNC AR CETATGEAGAT GTGEARGARRCGETOEES

=323 TTTAAGTTATACCAARRATGEAGCGEETTATATTTTTGGGTARARATGTEETET TTETEACCC T RGAANARARTATC TATTGTGATTTT TTHHGF.']E

HSE basic maotif CAAT box
=223 [ErranT AR e AT T T T AT AT T T A A A AT AT IO AL LA T T TAC O TET T T TG ARACT TAL SO TT TARGGARGCAAT, SARAATC
MRE-like HSE basic matil ABRE-like
-123 CARGATTTTETTCAGCECAGTTGAGARGARRCECEATTTETCTCGCT T TCTEARCATARAT TCOTTTCTAT T CCATACACCC T T TTCC T T ETARETY
+1 TATA baox

-23 CACAAATTCCCCRATTCTTCACCAATT TCCACCARARCCTARRCCCCARARCARTCTTCACAGTTCCATCATG

Figura 7: Sequéncia da regido promotora do genePvSR2. As abreviaturas utilizadas significam:
elementos de choque térmico (HSE, do inglés), elemento de resposta a metais (MRE, do inglés) e
elemento responsivo ao acido abcisico (ABRE, do inglés)(QI et al, 2007).

Qi et al (2007) estudaram o mecanismo regulatorio de metais pesados do gene
PVSR2 e ao analisar a regido promotora deste, observaram diversos elementos responsivos
a sinais ambientais. Entretanto, os HSE observados na regido promotora ndo estédo
funcionais da forma que estdo dispostos na sequéncia, o que confere maior especificidade
de resposta a metais pesados.

A resposta a metal pesado foi testada por Qi et al (2007) fazendo diversas delecdes
na regido promotora do PvSR2 e foi comprovada que uma regido de 76 pares de base (-222
/ -147) conferia ao gene capacidade de resposta. Por conta disso, Qi et al (2007) também
estudaram a aplicacdo do gene PvSR2 como promotor utilizando uma construgdo deste
promotor com 0 gene gus, que codifica a enzima 3 - glicuronidase. Essa construgéo foi
aplicada para gerar uma linhagem mutante de tabaco e avaliar se a atividade enzimatica da
B— glicuronidase na linhagem mutante era induzida pela presenca de metal pesado no meio.
O fragmento do promotor PvSR2 utilizado no estudo continha 738 pares de base (-
687/+50).
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Figura 8: Atividade - glicuronidase (GUS) na presenca de varios metais no meio (Ql et al., 2007).

As concentracdes das solu¢cdes dos metais pesados utilizadas na figura 5 foram 20
UM paraHgCl,, CdCl;, Pb(NO); e AgNOs; e 100 uM para ZnSOa. CoCl,, CuSO4 € MnCl,. Foi
possivel observar que houve um grande aumento da atividade em relagdo ao controle que

ndo contém o promotor PvSR2 (figura 8).
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Figura 9: Atividade B - glicuronidase (GUS) como funcéo da concentracdo de metal no meio (Ql et al.,
2007).

Na figura 9, foi mostrado que a linhagem mutante que contem o promotor PVSR2

possui resposta ao metal e que esta varia de acordo com a concentracdo do metal no meio.
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Esse dado mostra que tal promotor € capaz de identificar baixas concentracdes do metal e,
como sugerido por Qi et al (2007), pode ser utilizado para reportar contaminacdo ambiental
por metal pesado.

2.5. Bioinformatica

Bioinformatica pode ser definida como o tratamento computacional e processamento
de informacéo genética, segundo Ouzounis e Valencia (2003). De acordo a defini¢do citada
por Luscombe et al (2001), bioinformatica € a conceptualizagdo bioldgica em termos de
moléculas e a aplicacdo de técnicas de informatica para compreender e organizar a
informacg&o associada a essas moléculas em larga escala.

Dados bioldgicos s&o produzidos a uma taxa fenomenal (figura 7). E estimado que a
guantidade de informacgédo disponivel dobre a cada 15 meses (LUSCOMBE et al., 2001).
Com essa quantidade de dados disponiveis, computadores se tornaram indispensaveis no
ramo da pesquisa bioloégica por serem capazes de processar uma enorme quantidade de
dados complexos. Logo, os avancos no campo da bioinformética sdo acompanhados do

desenvolvimento tecnoldgico.

Bases Sequences
1.000.000.000... B GenBank H GenBank
e 100.000.000 WGS
100.000.000.0...

10.000.000
10.000.000.000

1.000.000
1.000.000.000

100.000.000 100.000
10.000.000 10.000

1.000.000 1.000

1985 1990 1995 2000 2005 2010 2015 1985 1990 1995 2000 2005 2010 2015

Figura 10: Graficos que mostram o nimero de bases (a esquerda) e sequéncias (a direita)
depositadas no banco de dados GenBank. WGS representa, em traducéo livre, sequéncia completa
de genoma (em inglés, “whole genome sequence”). (Fonte: <
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/genbank/statistics>)

Segundo Luscombe et al. (2001), a bioinformatica possui trés focos principais:
organizar os dados de tal forma que permita pesquisadores acessar a informacao ja

existente e submeter novas assim que forem produzidas; desenvolvimento de ferramentas e
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recursos para auxiliar a analise de dados; e usar asferramentas para analisar os dados e

interpretar os resultados de modo que haja coeréncia e significado bioldgico.

No que diz respeito a fonte de informacédo a ser trabalhada, Luscombe et al. (2001)

propde uma divisdo em sequéncias brutas de DNA, sequéncias de proteinas, estruturas

macromoleculares, sequéncias de genomas e dados de genomas completos. Com relagéo a

organizacdo da informacdo em larga escala, h4 uma série de bancos de dados online

mostrados na tabela 1.0 conceito que sustenta os métodos de pesquisa em bioinformética é

o tanto de dado que pode ser agrupado baseado em similaridades bioldgicas significativas

Tabela 2: Lista dos bancos de dados biolégicos (adaptada de LUSCOMBE et al., 2001).

Banco de dados

URL

Sequéncia de proteina
(priméaria)

SWISS-PROT
PIR-International

Sequéncia de proteina
(compéstito)

OWL

NRDB

Sequéncia de proteina
(secundarias)

PROSITE

PRINTS

Pfam

Estruturas macromoleculares
Protein Data Bank (PDB)
Nucleic Acids Database (NDB)
HIV Protease Database
ReLiBase

PDBsum

CATH

SCOP

FSSP

Sequéncia de nucleotideos
GenBank

EMBL

www.expasy.ch/sprot/sprot-top.html
www.mips.biochem.mpg.de/proj/protseqdb

www.bioinf.man.ac.uk/dbbrowser/OWL

www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Protein

www.expasy.ch/prosite
www.bioinf.man.ac.uk/dbbrowser/PRINTS/PRINTS.html

www.sanger.ac.uk/Pfam/

www.rcsh.org/pdb

ndbserver.rutgers.edu/
www.ncifcrf.gov/ICRYS/HIVdb/NEW _DATABASE
www?2.ebi.ac.uk:8081/home.html
www.biochem.ucl.ac.uk/bsm/pdbsum
www.biochem.ucl.ac.uk/bsm/cath
scop.mrc-lmb.cam.ac.uk/scop

www2.embl-ebi.ac.uk/dali/fssp

www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank

www.ebi.ac.uk/embl
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DDBJ www.ddbj.nig.ac.jp

Sequéncia de genoma

Entrez genomes www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Genome
GeneCensus bioinfo.mbb.yale.edu/genome
COGs www.ncbi.nlm.nih.gov/COG

Banco de dados integrados
InterPro www.ebi.ac.uk/interpro
Sequence retrieval system (SRS) | www.expasy.ch/srs5

Entrez www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez

As sequéncias de proteinas sdo classificadas como primaria, compésito ou
secundaria. Os bancos de dados primarios contém as sequéncias de proteinas, suas
fungbes, dominio estrutural e modificagbes pos-traducionais. Os bancos de dados
compoésitos comprimem e filtram sequéncias de dados de diferentes bancos de dados
primarios para produzir um conjunto de combinagfes ndo redundantes, que sdo mais
completas que os dados individuais e também, incluem dados de sequéncia de proteinas de
regides codificantes de bancos de dados de sequéncias de DNA. Os bancos de dados
secundarios contém informacg@es derivadas de sequéncias de proteinas e ajudam ao usuario
determinar se uma nova sequéncia pertence a uma certa familia conhecida de proteinas
(LUSCOMBE et al., 2001).

Os bancos de dados de estruturas macromoleculares oferecem arquivos primarios
de todas as estruturas tridimensionais de macromoléculas como proteinas, RNA, DNA e
varios complexos. Ja osbancos de dados de nucleotideos e sequéncias de genoma
fornecem uma série de dados sobre sequéncias de DNA para cada gene que codifica uma
proteina e seus produtos de RNA, genomas completos, todos 0s cromossomos em um
organismo, detalhes de um cromossomo, marcacdo de regides codificantes e n&o
codificantes.

A pesquisa mais rentavel em bioinformatica resulta, de acordo com Luscombe et al.,
(2001), da integracdo de multiplas fontes de dados. Dessa forma, certas pecas de
informacé&o sdo colocadas em contexto em relagdo a outras, porém essa relagdo nem
sempre é obtida com sucesso, por conta das inUmeras diferencas de nomenclaturas e de
formatos de arquivos.

Existem muitos campos que utiizam as ferramentas disponibilizadas pela
bioinformatica. No entanto, cada campo requer tipos diferentes de técnicas de informatica.
Para andlise de sequéncias, as técnicas incluem métodos de comparacao de linhas, como

busca textual e algoritmos de alinhamento unidimensionais. ldentificacdo de motivos e
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padrdes de sequéncias para sequéncias multiplas dependem de técnicas de aprendizado de
maquina, agrupamento e mineracdo de dados. Técnicas de anadlise estruturais em 3D
incluem célculos de geometria Euclidiana combinados com a aplicagdo basica de fisico-
quimica, representacbes graficas de superficies e volumes, comparagdo estrutural e
métodos de correspondéncia em 3D. Para simulacbes moleculares sédo aplicadas as
mecanicas Newtoniana, quantica e molecular e calculos eletrostaticos (LUSCOMBE et al.,
2001).

A evolucdo da bioinformética trouxe consigo muitas aplicacdes praticas. Uma de
suas forcas motrizes é a busca por similaridades entre biomoléculas diferentes. Uma
aplicacdo prética de buscar homologia em proteinas é poder propor, com a devida cautela,
fungbes para uma nova proteina com base em uma proteina homdéloga amplamente
conhecida. Uma abordagem equivalente também é usada no campo da gendmica, onde
essa ferramenta é utilizada para confirmar sequéncias codificantes em novos genomas
sequenciados e sugerir quais as funcdes deste gene. Outra aplicagdo seria auxiliar no
design inteligente de drogas, diminuindo dessa forma gastos envolvidos na pesquisa. Ainda
na area de ciéncias médicas, a bioinformética possibilitou a analise de expressado génica,
onde recentemente, diversos trabalhos envolvendo este tema utilizam dados de expressao
génica de uma célula afetada por uma certa doenca, como cancer, e compara com 0s niveis
de expresséo génica de uma célula saudavel. Tal comparacao é muito Util na identificacdo
da causa da doenca e fornece informacéo sobre alvos em potencial para medicamentos que

venham a ser desenvolvidos para a doenca em questéo.

3. Objetivo

Construir um biossensor microbiano de metal pesado utilizando construgbes
plasmidias contendo o promotor PvSR2 e o0s genes reporteres GFP e LacZ, utilizandoS.

cerevisiae como modelo de estudo.

4. Metodologia

4.1. Lista de meios e suas composicdes, reagentes e cepas utilizadas

- Meio Luria-Bertani (LB): 1,0% de triptona, 0,5% de extrato de lIévedo e 1,0% NaCl.
- Meio LB agar: 1,0% de triptona, 0,5% de extrato de Iévedo, 1,0% NaCl e 1,4% de agar
- Meio Dropout (DO): 2% de glicose, 0,67% de base nitrogenada sem aminoacidos e

0,2% de mistura Dropout sem uracila.

19



- Meio DOsolido: 2% de glicose, 0,67% de base nitrogenada sem aminoacidos, 0,2% de
mistura Dropout sem uracila e 2% de agar.

- Mistura Dropout sem uracila: uma mistura homogénea de 0,5 g de L-adenina, 10,0 g
de L-leucina e 2,0 g de todos os outros L-aminoacidos exceto L-uracila.

- Meio YPD: 2% de glicose, 2% de triptona e 1% de extrato de |évedo.

- Meio YPD &gar: 2% de glicose, 2% de triptona, 1% de extrato de Iévedo e 2% de agar.
- Meio YPGly: 4% glicerol, 2% de triptona e 1% de extrato de |évedo.

- Cepa: BY4741 de gendtipoMATa his3A7 leu2A0 met15A0 ura3A0.

- Cepa BY4741 — lacZ: BY4741 modificada com o plasmidio pSF-PvSR2-lacZ.

- Cepa BY4741 — GFP: BY4741 modificada com o plasmidio pSF-PvSR2-GFP.

- Cepa 8 e 9: cepas de S.cerevisiaeBY4741 mutantes que possuem uma fusao entre o
gene reporter lacZ e o promotor catl que codifica a enzima catalase.

- CdSO;, . 8/3 H.0O

- CaCls

- Na2COs

-Tampéo Z: 60 mM de NazHPO,, 40 mM de NaH;PO,, 10 mM de KCI, 1 mM de MgSO,
e 50 mM de B — mercaptaetanol.

4.2. Construcéo do plasmidioin silico

Utilizando o programa DNAStar®,foram construidos os mapas dos plasmidios pSF-
PvSR2-GFP e pSF-PvSR2-lacZ, com parte da sequéncia do promotor PvSR2de 738 pares
de base, mostrada abaixo,e as sequéncias personalizadas sem o promotor dos
plasmidiosOG550, para o gene repoérter GFP, e OG544, para 0 gene reporter lacZ,

disponibilizados pela Oxford Genetics®.

TTCTTCCTACATCTCACCCATATAAAATGTAAATTTTTTATTTTTTTTTCATCCTCGTAGAT
TTTTATAATTTAAAATTAATTTTAAAAAATTATATATTTTATATTATATAATTTGGAAAGTTAA
TCTCAAATTTTAAAATAATTTTTAGATTATGTAATTCAGAAACTAATCTCATATTTAAAAAA
AATTCAGATTATATAATTTGTAAACTAATTACGTATAAGAAAAACTTTTTATTACATAACTC
AAAAATTAATATTATATTAAAATAATATTAAAAAGAAATTTAAATTATATAATCCAAAATATT
ACCTAAATCGAGAGAAAAACAACGTATGGAGATGTGGAAGAAACGGTCGGCTTTAAGTT
ATACCAAAAATGGAGCGGGTTATATTTTTGGGTAAAAATGTGGTGTTTGTGACCCTTAGA
AAAAAATATCTATTGTGATTTTTTAAGATCAATTTAATTTAAATGCAGGCGTTTTTATATTI
GAAAGAAAATATTCAAAATTCTACCCTGTTTTGAAACTTAACCTTTAAGGAAGCAATAACG
TGGAAAATCCAAGATTTTGTTCAGCGCAGTTGAGAAGAAACGCGATTTGTCTCGCTTTCT
GAACATAAATTCGTTTCTATTCCCATACACCCTTTTCCTTCTATAAATTCACAAATTCCCC
AATTCTTCACCAATTTCCACCAAAACCTAAACCCCAAAACAATCTTCACAGTTCCATCCAT
G
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4.3. Transformacéo

4.3.1. Transformacédo em E. coli

4.3.1.1. Preparo de células competentes

A partir de 500uL um pré-inéculo de E.coli JIM109 crescido overnight, foi feito um
in6culo em 50 mL de meio LB, que por sua vez foi incubado a 37°C e 200 rpm até atingir
ODeoo igual a 0,2. Entdo, a suspensao foi centrifugada a 4°C e 5000 rpm por 15 minutos. O
sobrenadantefoi descartado e o pellet de células foi ressuspenso vagarosamente em 10 mL
de solu¢cdo 50 mM de CaCl,. Apés repetir essa lavagem por duas vezes, a suspensao foi
novamente centrifugada sob as mesmas condicdes anteriores, o sobrenadante foi
descartado e as células foram ressuspensa em 1,0 mL da solugdo gelada de CaCl, e

mantidas em banho de gelo por 3 horas.

4.3.1.2. Transformacdao

Em tubo eppendorf de 1,5 mL contendo 200 uL de células competentes de E.coli
JM109, foram adicionados 500 ng de plasmidio. A suspenséo foi entdo colocada em banho
de gelo por 30 minutos e em seguidas incubadas a 42 °C por 3 minutos. Ap6s o choque
térmico, foi adicionado 1,0 mL de meio LB a suspensao e esta foi incubada a 37 °C e 200
rpm por 1 hora. Entdo, 100 pL da suspenséo foram plaqueados em meio LB agar contendo
50 pg/mL do agente seletivo kanamicina e as placas semeadas foram incubadas em estufa

bacteriologica a 37°C por 24 horas.

4.3.2. Extracédo do plasmidio

Foi feito um pré-indculo a partir de uma col6nia isolada de E. colitransformada em 5
mL de meio LB e estes foram incubados a 37°C e 200 rpm por 16 horas.

A extracdo dos plasmidios com o gene repérter GFP e lacZ transformados em E. coli
foi feita a partir dos pré-inéculos utilizando o kit MiniPrep da QIAGEN, seguindo o protocolo

de extragdo do proprio kit. Os plasmidios extraidos foram estocados em freezer a -20°C.
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4.3.3. Transformacdo em S. cerevisiae

Em um tubo Falcon de 50 mL foi feito um in6culo de alcada de S. cerevisiae BY4741
em 5 mL de meio YPD e este foi incubado overnight a 28 °C e 160 rpm. Ao chegar na fase
estacionéria, foram coletados 200 pL de de células em um tubo eppendorf de 1,5 mL. A
suspensao foi centrifugada a 5.000 rpm por 5 segundos e o sobrenadante foi descartado. As
células foram ressuspensas em (85 pL - VDNA) de tampdo OneStep, 10 pL de DTT, 5 uL de
DNA de esperma de salméo e em um volume da solucdo de DNA plasmidial correspondente
a 1000 ng de plasmidio, de modo que o volume final da suspenséao fosse 100 L.

A suspensao foi incubada a 45 °C por 1 hora e entdo, 100 pL desta foram
plagueados em meio DO.As placas semeadas foram incubadas por 3 dias em estufa a 28
°C.

4.4. Curva de peso seco

Em erlenmeyers de 125 mL foram feitos inéculos de alcada em 25 mL de meio DO
de ambas as cepas mutantes BY4741 — lacZ e BY4741 — GFP. Os in6culos foram incubados
a 28°C e 160 rpm até que fosse observada uma ODs7o de 0,5 com diluicdo de 10 vezes.
Entdo uma aliquota de 5 mL foi tomada de cada in6culo, filtrada e a biomassa retida no
papel de filtro foi seca sob lampadas de infravermelho. A massa de células secas foi pesada
até atingir um valor constante, e esse valor de massa foi utilizado no calculo do fator de
peso seco.Enquanto as células estavam secando, foi feita uma curva com diferentes
diluicbes dos indculos e os valores de ODs7o dessas diluigdes foram utilizados para calcular
a concentracao celular, dada pela massa pesada divido pelo volume da aliquota filtrada

A curva de peso seco foi tragcada com valores de ODs7o das diluicbescontra as
diferentes concentragdes celulares das diluicdes. O fator de peso seco equivale ao inverso

do coeficiente angular fornecido pelo ajuste linear deste gréfico.

4.5. Curva de crescimento

Em erlenmeyers de 125 mL foram feitos in6culos de 1 pg/mL, 2 pg/mL, 4 pg/mL,
6 ug/mL e de alcada em 25 mL de meio DO de ambas as cepas mutantes BY4741 — lacZ e
BY4741 — GFP. Os in6culos foram incubados a 28°C e 160 rpm por 16 horas e entdo de
hora em hora foi medida a ODs7o de todos os inéculos e calculada a concentracdo celular
em mg/mL. Foram tomados pontos até que fosse possivel expressar um padrdo de

crescimento celular em uma Unica curva.
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4.6. Replica plating

Em erlenmeyers de 50 mL, foram feitos dois inéculos das cepas mutantes BY4741 —
lacZ e BY4741 — GFP em 10 mL de meio DO. Entéo os in6culos foram incubados a 28°C e
160 rpm overnight. Apds atingida a fase de crescimento desejada, um volume de suspensao
foi coletado, separado em eppendorfs distintos e diluido de modo que a concentracao
celular final neste fosse de 160 pg/mL. A partir deste eppendorf, foram feitas diluicbes
seriadas em microplaca, onde a concentracdo celular nospocos era de 40 pg/mL no
primeiro, 8 pg/mL no segundo, 4 pg/mL no terceiro, 0,8ug/mL no quarto, 0,4 pg/mL no quinto
e 0,08ug/mL no sexto.

Apdés o preparo da placa, com uma pipeta multicanal, foram tomadas aliquotas de 5
HL de cada poco e essas aliquotas foram colocadas sobre as placas de Petri contendo meio

DO éagar com concentracdes de Cd?* variando de 0 a 100 puM.

4.7. Andlise de fluorescéncia

4.7.1. Leitor de microplacas

Foram feitos indculos da cepa mutante BY — GFP em meio DO, a 28°C e agitacao de
160 rpm. Quando as células atingiram a fase de crescimento desejada, foram adicionados
aos inéculos volumes de uma solugéo estoque de 50 mM do indutor Cd?*, de modo que a
concentracao final deste cation ficasse entre 0 e 100 uM para inducgéo por 24 horas, 1 mM
para inducdo por 1 hora, ambas a 28 °C e 160 rpm ou ainda concentracdo de 25 uM para
inducdo diretamente na microplaca a temperatura ambiente e sem agitacéo.

Ap6s a inducéo, foram adicionados 200 uL de células nos pocos de uma microplaca.
A fluorescéncia foi avaliada utilizando o leitor de microplaca SpectraMax® M2e, utilizando os

comprimentos de onda de 485 nm e 535 nm para excitagdo e emisséo, respectivamente.

4.7.2. Microscopia Optica

Foram feitos indculos da cepa mutante BY4741 — GFP em meio DO com, a 28°C e
agitacdo de 160 rpm. Quando as células atingiram a fase de crescimento desejada, foram
submetidas a inducdo por uma concentracédo 1,0 mM de Cd?* por 1 hora a 28 °C e 160 rpm.

Como controle positivo de fluorescéncia, foi utilizada uma cepa de E. coli C41
contendo o plasmidio pET23b_TetO_GFP (E.coli mutante) (DRAGOSITS et al., 2012) cujo

promotor é induzido por IPTG. Foi feito um in6culo desta cepa a 37°C e 200 rpm, onde 16
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horas depois, a expressédo de GFP foi induzida por IPTG a uma concentracéo final de 0,3
mM por 3 horas.
Apés a inducdo, as suspensdes foram separadas em tubos Falcon de 50 mL e

levadas para andlise no microscopio optico.

4.8. Determinagao de atividade B-galactosidase

Foram feitos inéculos da cepa mutante BY4741 — lacZ em meio DO, a 28°C e
agitacao de 160 rpm. Quando as células atingiram a fase de crescimento desejada, foram
adicionados aos indculos volumes de uma solugcdo de 50 mM do indutor Cd?*, de modo que
a concentracdo final deste cation ficasse entre 0 e 100 uM. A inducéo foi feita por 24 horas a
28 °C e 160 rpm.

Apés o periodo de indugdo, foram coletadas cerca de 50 mg de células por
centrifugacé@o e o pellet lavado duas vezes com agua destilada fria. O pellet de células foi
ressuspenso em 0,5 mL tampéo Z e a partir deste foi feito um extrato em tubos de parede
grossa com 1,5 g de pérolas de vidro por3 ciclos de 1 minuto alternando entre vortex e gelo.
As pérolas de vidro foram lavadas com mais 0,4 mL do tampé&o Z e a suspenséao obtida foi
centrifugada em tubos eppendorfs de 2,0 mL a 13.000 rpm por 3 minutos. A concentragédo
de proteinas totais do sobrenadante foi dosada pelo método do biureto modificado por
Stickland.

Dosadas as proteinas, volumes de extrato contendo 50 pg de proteina foram
adicionados em tubos eppendorfs de 2,0 mLe foi adicionado um volume de tampéo Z até
completar 800 pL de volume final no tubo. Entdo, 200 pL de uma solugéo de concentragéo 4
mg/mL do substrato orto-nitro-piranogalactosideo (ONPG) foram adicionados aos
eppendorfs e incubadas a 30 °C por 1 hora.

A reacéo foi parada com a adi¢cdo de 400 pL de uma solugédo de Na.COs 1,0 M. A
suspensao foi centrifugada a 14.000 rpm por 1 minuto e foi feita a leitura da densidade
Optica do sobrenadante em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 420 nm.

A leitura é feita em 420 nm por ser o comprimento de onda de absor¢do méaxima do
o-nitrofenol (ONP), produto da reacdo de hidrélise do ONPG. A reacdo pode ser observada

na figura 11.
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Figura 11: Reacdo de hidrolise do ONPG catalisada pela enzima p- galactosidase (Fonte:
<http://2011.igem.org/wiki/images/6/6e/ONPG.png>).

A atividade foi calculada por meio desta equagéo:

0D,z * 1,4

Atividade =
tviaage 0,0045 « V * [ptn] = t

onde:

ODu420 = densidade 6tica em 420 nm

1,4 = correcdo do volume final do ensaio de 1,4 mL

0,0045 = absorbancia maxima de uma solucdo 1uM de ONPG
V = volume da suspensao de proteina usada

[ptn] = concentracdo de proteina na suspenséo

t = tempo de reacao

Os valores de atividade foram expressos em U/mg de proteina, onde U equivale a 1

nmol de ONPG convertido por minuto.

5. Resultados e discusséo

5.1. Construcgéoin silico do mapa do vetor plasmidial e alinhamento

As sequéncias dos plasmidios construidos pela Oxford Genetics® pSF-PvSR2-GFP
e pSF-PvSR2-lacZ foram analisadas in silico com o programa DNAStar®. Com ele foram
gerados os mapas circulares dos plasmidios, onde € possivel observar todos os elementos

neles contidos.

25



i AsiSl gy

Custom_plasmid_pSF-PvSR2-BetaGal-URA3-1

9895 bp

Figura 12: Mapa do plasmidio pSF-PvSR2-lacZ.
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Custom_plasmid_pSF-PvSR2-daGFP-URAS-1

7459 bp

Figura 13: Mapa do plasmidio pSF-PVSR2-GFP.

Nas figuras 12 e 13 é possivel observar a fusdo entre o promotor PvSR2 e o
respectivo gene reporter, a marca de resisténcia a kanamicina para sele¢cdo em bactéria na
amplificagdo do plasmidio em E.coli, a marca de restricdo nutricional URA3 para selecdo em
levedura S.cerevisiae BY4741, ambas as origens de replicagdo pUC origin para E.coli e 2
micron para S.cerevisiae; e o0s sitios referentes as enzimas de restricao de corte Unico.

Para verificar se a sequéncia do promotor foi corretamente sintetizada, foi feito um
alinhamento também no programa DNAStar® da sequéncia pedida com as sequéncias
referentes ao promotor PvSR2 nos respectivos plasmidios sintetizados, onde o resultado do

alinhamento pode ser observado na figura 14.
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sequencia pedida PYSR2 TCCTCGTAGATTTTTATAATTTAAAATTAATTTTAAAAAATTATATATTTTATATTATATAATTTGGAAAGTTAATCTCAAATTTTAAAATAATTTTTAG 191
936G04.5eq TCCTCOTAGATTTTTATAAT TTAAAATTAATT TTAAAAAATTATATATTTTATATTATATAATT TCGAAAGTTAATCTCAAATTTTAAAATAATTTTTAG 200
03GG02.58q TCCTCGTAGATTTTTATAATTTAAAATTAATTTTAARAAATTATATATTTTATATTATATAATT TGGARAGT TAATCTCAAATTTTAAAATAATTTTTAG 106
+ Majority IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII“IIIIIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Majority ATTAT GTAATTCAGAAACTAATCTC A AC TTTTTATTACATAA
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
Ssequencia peaioa PYSR2 ATTATGTAATTCAGARACTAATCTCATAT T TARARARAAT TCAGATTATATAAT TTGTAARCT AAT TACGTATARGARRARCTTTTTATTACATAACTCA 251
93GG04 seq ATTATGTAATTCAGAAACTAATCTCATATTTAAARAAAATTCAGATTATATAATTTGTAAACTAATTACGTATAAGAAAAACTTTTTATTACATAACTCA 300
93GG02 seq ATTATGTAATTCAGAAACTAATCTCATATTTAAAAAAAATTCAGATTATATAAT TTGTAAACTAATTACGTATAAGAAAAACTTTTTATTACATAACTCA 296
+ Majority IIIIII|IIIII||IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|IIIIIIIIIIIIIIIIII|IIIIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIII
Majonty TAATATTATATTAAAATAATATTA A
310 320 330 340 350 360 370 360 %90 400
sequencia pedida PYSR2 AAAATTAATATTATATTAAAATAATATTAAAAAGAAATTTAAATTATATAATCCAAAATATTACCTAAATCGAGAGAAAAACAACGTATGGAGATGTGGA 351
93GG04 seq AAAATTAATATTATATTAAAATAATATTAAAAAGAAATTTAAATTATATAATCCAAAATATTACCTAAATCGAGAGAAAAACAACGTATCGAGATGTCCA 400
03GG02 seq AAAATTAATATTATATTAAAATAATATTAAAAAGAAATTTAAATTATATAAT CCAAAATAT TACCTAAAT CGAGAGAAAAACAACGTATGGAGAT GTGGA 306
+ Majority IIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII"IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlllllIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIIIIII
Wajority AGAAACGGTCGGCTTTAAGTTATACCAAAAATGGAGCGGGTTATATTTTTGGGTAAAAATGTGGTGTTTGTGACCCTTAGAAAAAAATATCTATTGTGAT
410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
sequencia pedida PYSR2 AGARACGET CGGCTT TARG! TATACCARRAAT GGAGCGGATTATATT 111 GAGTARAAATGTGGTGTTTGTGACCCTTACRARARRATAT CTATTGTGAT 451
03GG04.seq AGAAACGGTCGGCTTTAAGT TATACCAAAAAT GGAGCGGGTTATATTTTTGGGTARAAATGTGGTGTTTGTGACCCTTAGAARAAAATATCTATTGTGAT 500
936602 seq AGAAACGGTCGGCTTTAAGT TATACCAAAAAT GBAGCGGGTTATATTTTTGGGTAAAAATGTGGTGTTTGTGACCCTTAGAAAARAATATCTATTGTGAT 496
+ Majority IIlIlIlIIIlIllIIlIlIIIIIIIIIII|II|IIIIIII||II|IIIIIIII|II|||IIlIIIIIIIl|I|II|IIIII||II|IIIIIIIIIIIII
Majonty
510 Jzn 530 540 m 560 Jo 5&0 490 eno
sequencia pedida PYSR2 TTTTTAAGATCAATTTAATTTAAATGCAGGCGTTTTTATATTTGAAAGAAAATATTCAAAATTCTACCCTGTTTTGAAACTTAACCTTTAAGGAAGCAAT 551
93GG04 seq TTTTTAAGATCAATTTAATTTAAATGCAGGCGTTTTTATATTTGAAAGAAAATATT CAAAATTCTACCCTGTTTTGAAACT TAACCT TTAAGGAAGCAAT 600
036602 seq TTTTTAAGATCAATTTAATT TAAATGCAGGCGTTTTTATATTTGAAAGAAAATATT CAAAATTCTACCCTGTTTTGAAACT TAACCT TTAAGGAAGCAAT 506
Majonty GGAAAATCCAAGAT T GTTCAGC CGTTT c ATTCCCATACAC
810 620 680 640 650 560 670 680 690 700
sequencia pedica PYSR2 AACGTGGAAAATCCAAGATTTTGTTCAGCGCAGTTGAGAAGAAACGCGATTTGTCTCGCTTTCTGAACATAAATTCGTTTCTATTCCCATACACCCTTTT 651
036604 s8q AACGT GGAAAATCCAAGATTTTGTTCAGCGCAGT T GAGAAGAAACGCGATTTGTCTCGCTTTCT GAACATAAATTCGT TTCTATTCCCATACACCCTTTT 700
936602 seq AACGTGGAAAATCCAAGATTTTGTTCAGCGCAGT T GAGAAGAAACGCGATTTGTCTCGCTTTCT GAACATAAATTCGTTTCTATTCCCATACACCCTTTT A%
+ Majority II|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIlI
l lllll ]
Majonty CTATAAATTCACAAATTCCCCAATTCTTC CCAATTTCCA CAAAA CT AAACCCCAAAACAATCTTCACAGTTCCATCCAT XXXXCTXTCA
T
710 720 730 7.10 750 760 770 7&0 790 800
! ! L L . .
sequencia pedida PYSR2 CCTTCTATAAAT TCACAAATTCCCCAATT CTTCACCAATTTCCACCAAAACCTAAACCCCAAAACAATCTTCACAGTTCCATCCATG 738
93GG04.seq CCTTCTATAAATTCACAAATTCCCCAATTCTTCACCAATTTCCACCAAAACCTAAACCCCAAAACAATCTTCACAGTTCCATCCATGACA--- GCTCTCA 797
93GG02.seq CCTTCTATAAATTCACAAATTCCCCAATTCTTCACCAATTTCCACCAAAACCTAAACCCCAAAACAATCTTCACAGTTCCATCCATGTCGTTTACTTTGA 7%

Figura 14: Alinhamento entre as sequéncias do promotor PvSR2 pedida e as sequéncias 93GG04 e
93GG02 dos fragmentos dos plasmidios que contém o promotor PvSR2 sintetizada nos plasmidios
pSF-PVSR2-GFP e pSF-PvSR2-lacZ respectivamente. Alinhamento feito utilizando o algoritimo
Clustal W no programa DNAStar®.
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O alinhamento foi feito utilizando o algoritmo Clustal W e a identidade entre as
sequéncias foi expressa sob a forma de barras coloridas, onde vermelho indica identidade
de 100% entre as sequéncias. Foi verificado que ha identidade de 100% entre a sequéncia
do promotor PvSR2 de 738 pares de base solicitada para o estudo e os fragmentos que
contém a sequéncia do promotor sintetizado e inserido nos plasmidios pSF-PVSR2-GFP e
pSF-PVSR2-lacZ, ou seja, as sequéncias sdo exatamente iguais a solicitada.

5.2. Curva de crescimento

As curvas de crescimento de ambas as cepas mutantes apresenta o perfil diauxico
caracteristico de crescimento de S.cerevisiae em glicose, sugerindo que a transformacgéo
nao interferiu no crescimento celular. As curvas de crescimento das cepas BY4741 — GFP e
BY4741 — lacZ podem ser observadas nas figuras 15 e 16, respectivamente.

2.5

15

0.5

Concentracéo celular (mg/mL)

15 20 25 30 35 40
Tempo (h)

Figura 15: Curva de crescimento da BY4741 — GFP em meio Dropout 2% de glicose. Os pontos foram

tomados de hora em hora para leitura da ODs70 em espectrofotdbmetro para verificar a concentracéo
celular.
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Figura 16: Curva de crescimento da BY4741 — lacZ em meio Dropout 2% de glicose. Os pontos foram
tomados de hora em hora para leitura da ODs70 em espectrofotdbmetro para verificar a concentracéo
celular.

A curva de crescimento foi utilizada neste estudo para verificar a faixa de
concentracdo celular correspondente as fases de crescimento exponencial e estacionaria.
Foi observado que para a cepa BY4741 — GFP, as concentracfes celulares na fase
exponencial varia entre 0,368 e 1,0 mg/mL, enquanto que para a cepa BY4741 — lacZ essa
faixa de concentragéo vai de 0,228 até 0,7 mg/mL.

No caso da fase estacionaria, foi verificado que para ambas as cepas a concentracao
celular correspondente era maior ou igual a 2,1 mg/mL.

5.3. Replica plating

Este experimento foi realizado afim de verificar a toleréncia das cepas mutantes
frente as crescentes concentracdes de Cd?*, onde faixa de concentracdo utilizada foi de
0 - 100 pM.
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Controle s/ Cd?* [Cd?*] =10 uM [Cd?*] = 25 uM

[Cd?*] =50 uM [Cd?*] =75 uM [Cd?*] = 100 pM

Figura 17: Replica plating das cepas BY4741 - GFP (G) e BY4741 - lacZ (L) em placas contendo
concentracdes crescentes de Cd?*. As células foram crescidas até a fase exponencial em meio
Dropout 2% de glicose a 28°C e 160 rpm.Da suspensao foi feita uma diluicdo seriada, onde a
concentracdo celular da esquerda para direita foi de 40 pg/mL, 8 pg/mL, 4 pg/mL, 0,8 pg/mL, 0,4
png/mL e 0,08 pg/mL.

No resultado mostrado na figura 17 foi verificado que conforme a concentracdo de
Cd?* aumenta, a quantidade de células diminui. Tal resultado era esperado, uma vez que
esse metal ja passa a ser citotoxico e genotoxico em concentracdes maiores que 5 uM,
conforme dito anteriormente. Dessa forma, foi observado que ambas as cepas toleram
concentracdes de até 100 pM.

Visto que a espécie Cd?* possui efeito inibitério de uma série de enzimas e provoca
distarbios em vias metabdlicas, pode-se inferir que concentragcdes muito superiores a 100

UM de Cd?* poderiam ser téxicas o suficiente a ponto de inibir o crescimento celular.

5.4. Analise de fluorescéncia

5.4.1. Leitor de microplacas

Os valores de excitagdo e emissdo de 485 nm e 535 nm respectivamente foram

baseados no trabalho de Jayaraman et al (2005).
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Na figura 18 foi observado um comportamento nédo esperado para a BY4741 — GFP.
A comparagdo com o controle negativo BY4741 revelou que os valores de unidades
relativas de fluorescéncia (RFU) para ambas as cepas foram bem préoximos.O valor de RFU
para a BY4741 — GFP deveria ser no minimo maior, pois esta seria capaz de expressar a
proteina fluorescente GFP por conter o plasmidio que confere a ela essa capacidade.
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Figura 18: Comparacéo entre os valores de RFU para o meio Dropout 2% de glicose sem as células
(meio) e coma BY4741 e a BY4741 - GFP.No in6culo contendo BY4741 foi adicionado 0,003% de
uracila. As células em fase estacionaria foram submetidas a uma concentragéo de 1,0 mM de Cd?*
por 1 hora a 28°C e 160 rpm. Entdo 200 uL de suspensao celular foram adicionadas nos pocos de
uma microplaca e levadas para anélise em leitor de microplaca (SpectraMax® M2e). Foram tomados
pontos em intervalos de 10 minutos por 200 minutos.

Foi verificado também que ambas as leveduras possuem fluorescéncia intrinseca,
pois os valores de RFU sdo maiores para 0s meios contendo as células.

Foi feita uma andlise comparativa com um controle positivo de fluorescéncia em uma
cepa de E.coli C41 contendo o plasmidio pET 23b-TETO-GFP (E.coli mutante), para saber
gue tipo de valor ou faixa de valor de RFU é equivalente a um organismo que expressa

GFP. Tal gréfico pode ser observado na figura 19.
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Figura 19: Grafico com os valores de RFU para aE.coli mutante e BY4741 - GFP. As células de E.coli
mutante foram induzidas por uma concentragdo de IPTG de 0,3 mM por 3 horas a 37°C e 200 rpm.
As células de BY4741 — GFP foram induzidas por uma concentracéo de 1,0 mM por 1 hora a 28°C e
160 rpm. Entdo 200 pL das suspensdes celulares foram adicionadas nos po¢os de uma microplaca e
levadas para analise em leitor de microplaca (SpectraMax® MZ2e). Foram tomados pontos em
intervalos de 5 minutos durante 30 minutos.

Foi observado que os valores de RFU para a E.coli mutante, utilizada como controle
positivo para fluorescéncia, sdo cerca de 25 vezes maiores que o observado na BY4741 —
GFP.

Os resultados apresentados na figura 19 mostram que os valores de RFU
observados para a BY4741 — GFP sdo muito menores que os da E.colimutante, quando eles
deveriam ser préximo ou no minimo, maiores que os niveis de fluorescéncia intrinseco da
levedura.

A concentracdo de Cd?* utilizada para induzir a expressdo da GFP pela BY4741 —
GFP no gréafico acima foi de 100 uM. Também foram testadas as concentra¢des de 0, 10,
25, 50 e 75 uM para um tempo indugéo de 24 a 72 horas e a concentragcdo de 1 mM por 1
hora, entretanto todas geraram resultados muito préximos aos apresentados na figura 20,
sugerindo que ou o GFP nédo estava sendo expresso, ou se estivesse sendo expresso,
estava ou abaixo dos limites de deteccdo do aparelho ou sofrendo algum tipo de interacdo

gue impossibilitasse a detec¢éo de sua fluorescéncia.
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5.4.2. Microscopia 6ptica

A andlise da cepa BY4741 — GFP por microscopia éptica foi conduzida na tentativa

de obter evidéncia da fluorescéncia, caso estivesse abaixo do limite de deteccéo do leitor de

microplacas.

Figura 20: Fotografias obtidas a partir do microscéopio 6ptico. A) BY4741 na contraste de fase. B)
BY4741 - GFP na contraste de fase. C) Foto da BY4741 e BY4741 - GFP com o filtro para GFP. D)
Foto da E. coli mutante com filtro para GFP.No in6culo contendo BY4741 foi adicionado 0,003% de
uracila.As células de BY4741 — GFP foram induzidas por uma concentracdo de 1,0 mM por 1 hora a
28°C e 160 rpm e as células de E.coli mutante foram induzidas por uma concentracéo de IPTG de 0,3
mM por 3 horas. O aumento utilizado foi de 1000 vezes, de modo que a objetiva usada foi a de 100x.
O filtro para GFP foi utilizado para possibilitar a visualizacdo da fluorescéncia verde.

Como observado na figura 20C, néo foi verificada fluorescéncia na BY4741 (controle
negativo) e na BY4741 — GFP. Para a BY4741 — GFP eraesperado um aspecto semelhante
ao observado na E.coli mutante, onde € possivel observar fluorescéncia nos

microrganismos. Porém é observada apenas uma tela preta, caracteristica do controle
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negativo BY4741. Como as cepas BY4741 e BY4741 — GFP apresentaram resultados
semelhantes, foi mostrada apenas uma foto (figura 20C), sendo esta representativa de
ambas. Esse resultado sugere que ndo é possivel visualizar a fluorescéncia da BY4741 —
GFP mesmo por microscopia optica.

A forga do promotor PvSR2 néo foi averiguada neste trabalho, de modo que se este
promotor for fraco, é possivel inferir que pouco GFP esteja sendo expresso nas condi¢cdes
testadas, de modo que ela nao fosse acumulada na célula em quantidade o suficiente para

se verificar a fluorescéncia.

5.5. Atividade B-galactosidase

Utilizando a inducéo de 1,0 mM de Cd?* por 1 hora a 28 °C e 160 rpm nos inéculos
de BY4741 e BY4741 - lacZ, foram obtidos os resultados apresentados no grafico da figura
21. Foi possivel observar que nesta condi¢do indutiva, o valor de atividade especifica da
BY4741 — lacZ foi cerca de seis vezes maior que o valor da BY4741, sugerindo que a
indugédo por ions Cd?* ocasionaram a expressado da enzima B — galactosidase na BY4741 —

lacZ.
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Figura 21: Comparacao da atividadef - galactosidase da BY4741 e da BY4741 — lacZ.No in6culo
contendo BY4741 foi adicionado 0,003% de uracila. Apés atingirem a fase exponencial, as células
da BY4741 — lacZ foram submetidas a uma concentracdo de 1,0 mM de Cd?* por 1 hora a 28°C e
160 rpm.Entéo foi feito um extrato de proteinas, cuja a concentracdo foi dosada pelo método de
Stickland. A dosagem de atividade especifica foi feita por espectrofotometria pela leitura da ODa4zo.
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Verificada o aumento na atividade mediante a presenca do metal frente a atividade
da BY4741, buscou-se otimizar as condi¢cdes para que um maior valor de atividade fosse
obtido. Primeiramente, foi testada a atividade em diferentes fases de crescimento (figura
22). Foi observado que em fase estacionéria houve maior atividade enzimética que em fase
exponencial, resultado que esta coerente com a afirmagédo de Adamis et al (2003) de que as
células de S.cerevisiae em fase estacionaria absorvem mais metal do meio que as em fase

exponencial. Para este teste, foi utilizada a mesma condig&o de inducéo que o teste anterior.

3.5

2.5

Exponencial

m Estacionaria
1.5 -

0.5 -

Atividade especifica (U/mg ptn)

Fases de crescimento

Figura 22: Atividade especifica em funcé@o das diferentes fases de crescimento da BY4741 — lacz.
Ap6s atingirem a fase de crescimento desejada, as células da BY4741 — lacZ foram submetidas a
uma concentracdo de 1,0 mM de Cd?* por 1 hora a 28°C e 160 rpm. Entéo foi feito um extrato de
proteinas, cuja concentracéo foi dosada pelo método de Stickland. A dosagem de atividade especifica
foi feita por espectrofotometria pela leitura da ODa4zo.

Em segundo lugar, foi avaliada qual forma de inducdo provocaria uma maior
atividade enzimaética dentre uma inducdo por 1 hora com uma concentracdo de Cd?* de 1,0
mM e por 24 horas com concentracdo de 25 pM.Os maiores valores de atividade foram
verificados na condi¢cdo de indugéo por 24 horas e concentracdo de 25 uM do metal (figura
23).
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Figura 23: Atividade especifica da BY4741 — lacZ em funcdo das diferentes condi¢cdes de indugéo.
Ap6s atingirem a fase estacionaria, as células da BY4741 — lacZ foram submetidas duas condig8es
indutivas: concentragdo de 1,0 mM de Cd?* por 1 hora e concentragdo de 25 uM de Cd?* por 24
horas, ambas a 28°C e 160 rpm. Ent&o foi feito um extrato de proteinas, cuja concentragéo foi dosada
pelo método de Stickland. A dosagem de atividade especifica foi feita por espectrofotometria pela
leitura da ODazo.

A terceira variavel foi a massa de proteinas no meio reacional. A massa de 10 pg de
proteinas sugeridas pelo protocolo foi utilizada até entdo. Porém, para essa massa de
proteina, o tempo total até que se observasse a coloragdo amarela, caracteristica dessa
reagdo, era de aproximadamente 180 minutos. Visando diminuir o tempo de reagéo, foi feita
uma adaptacado do protocolo e foi utilizada uma massa de 50 ug de proteinas.

Como resultado, mostrado na figura 24, foram observados valores de atividade bem
préximos dos valores obtidos com 10 pg de proteina, porém o tempo de reacao foi reduzido

para apenas 60 minutos, ou seja, trés vezes menor que o anterior.
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Figura 24: Atividade especifica da BY4741 - lacZ em funcdo de diferentes massas de
proteinas.Células da BY4741 — lacZ foram submetidas a concentracdo de 25 uM de Cd?* por 24
horas a 28°C e 160 rpm. Entéo foi feito um extrato de proteinas, cuja concentracao foi dosada pelo
método de Stickland. As massas de proteinas utilizadas na dosagem de atividade especifica foram
de 10 pg segundo o protocolo e 50 g, adaptagéo testada neste estudo.

Com base nos testes anteriormente feitos, concluiu-se que a condicdo que
proporcionava o0 maior valor de atividade em menor tempo de reacdo era uma indugéo por
24 horas para uma concentracdo de 25 uM de Cd?* utilizando 50 pg de proteina para a
reacdo com ONPG.

Tendo estabelecido a melhor condicdo de inducédo, foi verificado se a atividade
enzimatica iria variar de acordo com a concentracdo de Cd?**em solugdo. Para isso, foi
utilizada a faixa de concentracao de 0 a 100 uM (figura 25). Esse tipo de relacéo € essencial
para a classificacdo desta cepa como um biossensor, segundo sugere Qi et al. (2007).
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Figura 25: Atividade especifica como funcao da concentracéo de Cd?*. Células da BY4741 — lacZ em
fase estacionaria foram submetidas a concentracdes de Cd?* de 0 a 100 uM por 24 horas a 28°C e
160 rpm. Entéo, foi feito o extrato de proteinas e, utilizando uma quantidade de proteinas de 50 pg, foi
dosada a atividade especifica apds 60 minutos de reacao.

Foi observado que ha uma variagdo na atividade especifica de acordo com a
concentracdo de Cd?*presente no meio, onde esta aumenta para concentracées até 50 uM e
diminui drasticamente para concentracdes superiores. Também foi verificado que o limite de
deteccdo desta cepa € de uma concentracdo de 10 pM de Cd?* e que o maior valor de
atividade especifica foi obtido para uma concentracéo de 50 uM.

Os baixos valores de atividade observados para concentracdes de 75 e 100 uM
sugerem que para concentragfes acima de 50 puM, o efeito indutivo do cadmio é superado

pelo efeito téxico do mesmo, levando a morte celular e consequente perda de atividade.
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Figura 26: Ajuste linear do grafico de atividade especifica pela concentracdo de Cd?*. Células da
BY4741 — lacZ em fase estacionaria foram submetidas a concentragGes de Cd?* de 0 a 100 uM por
24 horas a 28°C e 160 rpm. Entéo, foi feito o extrato de proteinas e, utilizando uma quantidade de
proteinas de 50 g, foi dosada a atividade especifica apds 60 minutos de reacgéo.

Na figura 26, foi feito um ajuste linear para verificar qual o tipo de relacdo existe entre
a atividade especifica e a concentracdo de Cd?* no meio.Foi observado um comportamento
linear, apesar de haver oscilagdes dos valores reais abaixo e acima da reta.Dessa forma, 0s
resultados sugerem que a atividade varia linearmente conforme o aumento de concentragéo

para uma faixa de 0 a 50 pM.

6. Conclusdes

N&ao foi possivel observar fluorescéncia na cepa BY4741 — GFP mediante diversas
condicdes de inducdo por Cd?*,portanto esta cepa ndo possui potencial para ser empregado

como biossensor.

A cepa BY4741 — lacZ apresentou atividade especifica crescente para uma faixa de
concentracdo de 0 a 50 pM de Cd?" com limite de deteccdo de 10 uM, apresentando

potencial para ser aplicada como biossensor.
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7. Perspectivas

Utilizar outros metais pesados como mercurio e chumbo e avaliar a resposta das
cepas BY4741 — GFP e BY4741 — lacZ a esses metais.

Buscar na literatura outros possiveis promotores que contenham a sequéncia de
resposta a metal ou que apresentem sequencias homoélogas a esta, para testar com genes
repérteres nao seletivos, como lacZ, GFP ou outros, e genes reporteres seletivos como o

gue codifica a sintese de uracila no caso da BY4741.

Avaliar o potencial como biossensor de cepas de S.cerevisiae transformadas com

essas novas construg(”)es.
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