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RESUMO

As fenazinas compdem uma classe de metabolitos secundarios produzidos por algumas espécies
de microrganismos, com grande potencial de aplicacdo biotecnolédgica. Porém, a producdo desses
compostos tem sido realizada apenas nos microrganismos naturalmente produtores, restringindo
a viabilidade de sua aplicacdo, ja que alguns destes organismos sdo patogénicos e outros
apresentam producéo bastante limitada. Dessa forma, o objetivo deste trabalho é produzir essas
moléculas em células de Escherichia coli, de forma heterdloga. Para isso, os genes envolvidos
na biossintese das fenazinas selecionadas foram clonados e expressos utilizando vetores
baseados em BioBricks. Partindo do cluster de genes phzABCDEFG de Pseudomonas
aeruginosa, responsavel pela producédo da fenazina-1-4cido carboxilico (PCA), foram adotadas
estratégias para producdo de fenazinas derivadas. Para producdo da fenazina-1,6-acido
dicarboxilico (PDC), se fazia necessaria a remogdo do gene phzA do cluster mencionado.
Entretanto, quando realizado cultivo e posterior analise de espectrometria de massa, ndo foi
possivel identificar amoléculaalvo. Ainda sobre a producgdo da PDC, foi empregada a técnica de
recombinagdo homologa, afim de substituir os genes phzABG pelos genes esmAl e esmA2 de
Streptomyces antibioticus Tu 2706, porém ndo foram geradas coldnias positivas. Ja para a
producdo dal-metoxifenazina (PMO) foi utilizado o gene LaphzM de Lysobacter antibioticus,
que em conjunto com o gene phzS de P. aeruginosa, possibilitou a conversdo da PCA em PMO.
Neste caso, apds a realizacdo do cultivo da linhagem recombinante, foi possivel identificar a
massa da molécula alvo de interesse, produzida pela primeira vez de forma heterdloga, até onde
sabemos. Na producdo da PMO foram avaliadas diferentes linhagens de E. coli, concentragdes
do indutor IPTG, além de diferentes fontes de carbono, atingindo-se uma producéo de 421mg/L.
Também foi possivel produzir com sucesso a endofenazina A, com a utilizacéo do gene ppzP de
Streptomyces anulatus, que codifica uma preniltransferase, em conjunto com plasmideos para
expressao de genes da via do mevalonato de S. cerevisiae, além do cluster para produgédo da PCA.
A confirmacdo da producdo dessas moléculas foi realizada por espectrometria de massas e em
cromatografia liquida, e em experimentos iniciais foi possivel atingir concentracdes finais em

torno de 200 mg/L do produto de interesse.

Palavras-chave: Fenazinas, biotecnologia, engenharia metabdlica, metabdlitos secundarios



ABSTRACT

Phenazines are a class of secondary metabolites produced by some species of microorganisms,
with great potential for biotechnological application. However, the production of these
compounds has been performed only in naturally producing microorganisms, restricting the
viability of its application, since some of these organisms are pathogenic and others present very
limited production. Thus, the objective of this work is to produce these molecules in Escherichia
coli cells, heterologously. To this end, genes involved in the biosynthesis of the selected
phenazines were cloned and expressed using BioBricks-based vectors. Starting from the
phzABCDEFG gene cluster from Pseudomonas aeruginosa, responsible for the production of
phenazine-1-carboxylic acid (PCA), strategies were adopted for production of derived
phenazines. For production of phenazine-1,6-dicarboxylic acid (PDC), it was necessary to
remove the phzA gene from the mentioned cluster. However, when culture and subsequent mass
spectrometry analysis were performed, it was not possible to identify the target molecule. Still
on the PDC production, the homologous recombination technique was employed in order to
replace the phzABG genes by the esmA1 and esmA2 genes from Streptomyces antibioticus Ti
2706, but no positive colonies were generated. For the production of 1-methoxyphenazine
(PMO), the LaphzM gene from Lysobacter antibioticus was used, which, together with the phzS
gene from P. aeruginosa, enabled the conversion of PCA into PMO. In this case, after culturing
the recombinant strain, it was possible to identify the mass of the target molecule of interest,
produced for the first time in a heterologous manner, to the best of our knowledge. In the
production of PMO, different E. coli strains, concentrations of the inducer IPTG, and different
carbon sources were evaluated, reaching a production of 421mg/L. It was also possible to
successfully produce endofenazine A, using the ppzP gene from Streptomyces anulatus, which
encodes a prenyltransferase, together with plasmids for the expression of genes from the S.
cerevisiae mevalonate pathway, and the cluster for PCA production. The confirmation of the
production of these molecules was performed by mass spectrometry and liquid chromatography,
and in initial experiments it was possible to reach final concentrations around 200 mg/L of the

product of interest.

Keywords: Phenazines, biotechnology, metabolic engineering,secondary metabolites.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Compreensdo da via de biossintese das FENazinas...........cccoeeerereineninenennenns 14
Figura 2 - 1) Estrutura da mixina e 2) extrutura Iodinina..........ccoceoerireninvinienesene e 16
Figura 3 - Possiveis configuracdes de clonagem pelo conjunto de vetores ePathBricks......17
Figura 4 - Esquema de DIODIICK. ..o e 18
Figura 5 — Fenazinas selecionadas para producéo heteréloga em Escherichia coli.............. 20

Figura 6 - (A) Mapa do plasmideo pETM7_phzABGFCDE com suas principais
caracteristicas. (B) Mapa do plasmideo pACMS5 com suas principais caracteristicas............ 22
Figura 7 - Representagdo da clonagem por CPEC..........cocoiiiieiiie e 26
Figura 8 - Simulacdo (SnapGene®) da amplificacdo do plasmideo pETM7_phzABGFCDE
SEM A0 GENE PNZA. ... et 27
Figura 9 — Esquema da amplificacdo do vetor e do inserto por recombinagdo homologa em

o1 | PSP 30
Figura 10 — Esquema da clonagem pACM5_1aphzM..........cccoiiiiiiiiiiinice e, 31
Figura 11 — Esquema da clonagem do plasmideo pACM5_phzS_laphzM............cccccoeueeeee. 32
Figura 1 — Esquema da clonagem do plasmideo pACMS5_ppzP.......ccccvvvvvviviieiiniiciecnnee, 33
Figura 13 2— Construcéo do plasmideo acessorio
PMEVT _PPZP....veeeeeeeee e 34

Figura 14 - plasmideos utilizados para transformacao na E. coli QH4: PMBI, pMevT_ppzP
€ PETM7_PhZABGICDE.........cii ittt ettt st st st en e bt snenen e sneneas 35
Figura 15 - Eletroforese da digestdo dos plasmideos com os genes sintéticos para producdo
daS TENAZINAS A8 INTEIESSE. .....iiueiuieiiiietie ittt ettt ettt s eb et er e enes 39
Figura 16 — Eletroforese do rodutos de PCR de colnias............cccceveviviieiicie e 41
Figura 17 — Eletroforese de produto de PCR Round the HOIN............cccoooviiiiic e, 42
Figura 3 - Digestdo das amostras de pETM7_phzABGFCDE e pETM7_phzBGFCDE com
enzima de restriCA0 BamHI..........c.oocviiiiiieiii e e e 43
Figura 19 - Cultivo da fenazina 1-6-acido dicarboXilico............cccceeveiiiiiiiiiiiicece, 44

Figura 20 - (A) Eletroforese desenvolvida com os produtos de PCR do inserto e do vetor..45

Figura 21 — Eletroforese de produtos de PCR de coldnia de E. coli DH5a recombinantes...45

Figura 22 - Eletrofrese de produtos de PCR de coldnia do pACM5_phzS_laphzM............. 46
Figura 23 - Cultivo em duplicata de E. coli QH4 para producdo de metoxifenazina
(24 1YL ) TSRS 47



Figura 25 — ConcentracGes de metoxifenazina produzida por diferentes linhagens de E.

Figura 26 - Concentragdes finais de metoxifenazina produzidas pela E. coli QH4 com
variagdo na concentragdo do indutor IPTG
Figura 27 - Concentragdes finais de metoxifenazina produzidas pela E. coli QH4 com
variagdo na fonte de CarbONO.........ccviiiii e 51
Figura 28 - Eletroforese COm VELOr @ INSEITO. .......c..iviiriiieiieeiie e 52
Figura 29 - (A) Simulacdo em SnapGene® com enzimas de restricdo Kpnl e Ndel para
digestédo do pMevT_ppzP e do pMevT. (B) eletroforese da digestdo de pMevT_ppzP com as
ENZIMAS MENCIONAUAS. ......eeveerteetiesiesee e eriestee e st et e e e e stee st e e e e reeseesteene seesneenteaseeseeeneenneenes 53
Figura 30 - Placa de Petri com meio LB + agar(15g.L™) com antibidticos: ampicilina,

tetraciclina e cloranfenicol. Colonias de E. coli QH4 apds 20 h de incubagdo a 37°C........ 54
Figura 31 - ConcentragOes finais de endofenazina A produzidas pela E. coli QH4 com
variagdo na fonte de CarbONO.........cov i e 54
Figura 32 - Espectro de massas endofenazina A..........coooeieeeiieiiiieese e 56

Figura 33 - Cromatogramas das Fenazinas produzidas............ccceceeiverieeiesenseesiese e e 57



SUMARIO
(| N = To] 01007\ J PP 10
2. OBUIETIVOS ...ttt et e ettt e e e bt e e e e st b e e et b e e e abe e e e e 12
2.1 ODJELIVO GEIAL.....iieiieiiee e 12
2.2 ODJELIVOS BSPECITICOS. ...uviiieitiitieie ittt bbbttt 12
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA ...ttt enn s 13
3.1 Fenazinas € SUA DIOSSINEESE .......uveiuiiiiiiiiiie ittt bttt sie e 13
3.2 Configuracdes Nos anéis das fENAZINGS. ..........c.oiiiiiiiiiiiiee e 15
3.3 Estratégias para produgo de fENAZINGS ..........ueiuiiieiiiiiiieie et 16
3.4 APIICACOES AAS TENAZINGS ......veevveieiieiie ittt en 18
4. MATERIAL E METODOS .........oiiiiiieeeeiee ettt ettt sttt s s sttt esenennans 20
4.1 Estratégias abordadas para producao das fenazinas .............cceeeeeeiiniieiieie e 20
4.2 Linhagens bacterianas € meios de CUITIVO ..........cooiiiiiiiiiiiec s 21
4.3 Genes acessorios para obtencdo das fenazinas de INTEreSSe..........cvvvvevvveiieiiiecieecie e 22
4.4 Extracdo dos plasmideos pETM7_phzABGFCDE € PACMS .........cooiiiiiiie e 22
4.5 Construcdo dos plasmideos para producdo da fenazina 1,6-acido dicarboxilico (PDC)................ 23
4.6 Construcdo dos plasmideos para producdo da 1-metoxifenazina (PMO).........ccccceevvvevivieennnennne, 31
4.7 Construcdo dos plasmideos para producdo da endofenazina A ..........ccccceevveiiieesiie e s 32
4.8 Etapa de ligacdo de inserto e VEtor COM T4 lIQASE ....c.vvevveeeiiei e 35
4.9 Cultivos em frascos agitados para producao das fenazinas ...........ccccevvveeiiieeiiie e 35
5  RESULTADOS E DISCUSSAO .....ccouiimiimiimiiiiierissisesssiesssie s 39
5.1 Subclonagem dos genes SINTELICOS .......cuveeiviieiiiei e et e e s e et e e e aneesraee s 39
5.2 Producdo da Fenazina-1,6-acido dicarboXilico (PDC).......ccccociviiiiieiiic e 40
5.3 Producgdo da 1-metoxifenazing (PIMO).......c.oiuiiiiiiiiiiieiie ettt 46
5.4 Producdo da endofenaziNa A .........eoeeiiiiiieie ettt anaeen 51
B CONCLUSAOD ...ttt 58
7 SUGESTAO DE TRABALHOS FUTUROS ......coooviiecieiieceees et 59
8 REFERENCIAS......cocooioiot oot e ettt ettt sttt ettt st en s, 60



10

1. INTRODUCAO

Os metabolitos secundarios microbianos representam uma importante fonte de
biomoléculas com aplica¢des biotecnoldgicas, entre os quais estdo as fenazinas. Em geral,
essas moléculas tém efeitos antibacterianos, antifungicos e antitumorais de amplo espectro
(CHINCHOLKAR, S., THOMASHOW, T, 2013; PIERSON, L. S.; PIERSON, E. A, 2010).

Além dessas aplicages, tais compostos tém sido investigados para o desenvolvimento
de dispositivos e processos eletroquimicos devido a sua capacidade de sofrer reacfes de
oxidacao e reducdo. Exemplos incluem o uso de fenazinas como mediadores eletrénicos em
células de combustivel microbianas ou no desenvolvimento de biossensores (PIERSON, L.
S.; PIERSON, E. A, 2010; JAYASEELAN, S.; RAMASWAMY, D.; DHARMARAJ, S,
2014).

As fenazinas representam uma classe de compostos heterociclicos contendo nitrogénio
secretados principalmente por Pseudomonas e Streptomyces (MAVRODI, DMITRI V., et
al., 2010), e estima-se que mais de 180 tipos de fenazinas naturalmente produzidas ja foram
identificadas (GUTTENBERGER et al., 2017; LAURSEN et al., 2004; PIERSON, L. S.;
PIERSON, E. A, 2010). Diante dessa diversidade e suas variadas propriedades biologicas,
as fenazinas tém atraido bastante atencao devido as suas diversas aplicagdes na agricultura,
medicina e industria (PIERSON, L. S.; PIERSON, E. A, 2010; LAURSEN et al., 2004;
LIGON, et al., 2000; MAKGATHO, et al., 2000).

Embora as fenazinas possam ser sintetizadas quimicamente, esses metodos apresentam
muitas desvantagens, como a producédo de subprodutos toxicos, baixos rendimentos e dificil
purificagdo (ELHADY, H.A.; EL-MEKAWY, R.E.; FADDA, A, 2020; CHELUVAPPA.
R, 2014).

Dadas as potenciais aplicacdes de tais moléculas, € notorio o desenvolvimento de
pesquisas sobre sua producdo, principalmente em cepas bacterianas do género
Pseudomonas. Em geral, varias estratégias para modular as vias regulatérias e o
metabolismo energético do organismo hospedeiro sdo observadas durante as tentativas de
producdo por biossintese. Nesse sentido, esses estudos se refletem como uma base de
conhecimento que auxilia na elucidacdo das vias de producdo e regulacdo de biomoléculas.
Além disso, descrevem metas potenciais para alcancar ganhos de produtividade
(GUTTENBERGER et al. 2017).

Ao comparar o operon phz emdiferentes espécies, cinco grupos de enzimas, PhzE, PhzD,

PhzF, PhzB e PhzG, demonstraram ser conservados em todas as bactérias produtoras de
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fenazina (MENTEL et al., 2009). Essas enzimas, por sua vez, convertem o corismato em
fenazina-1,6-4acido dicarboxilico (PDC) e/ou fenazina-1-acido carboxilico (PCA). Entéo,
PDC e PCA, que sdo precursores de outras fenazinas, sao convertidos por diferentes enzimas
modificadoras de fenazina (MENTEL et al., 2009).

Apesar do seu grande potencial de aplicacdo biotecnoldgica, a producdo desses
compostos tem sido realizada apenas nos microrganismos naturalmente produtores,
restringindo a viabilidade de sua aplicacdo, ja que alguns destes organismos sdo patogénicos
e outros apresentam producéo bastante limitada.

Dessa forma, para contornar essa limitacdo, a estratégia abordada neste trabalho ¢ a
producdo dessas moléculas de forma heteréloga em células de Escherichia coli. Além disso,
diante da complexa rede regulatoria envolvida para controlar a producgéo destes metabdlitos
secundarios nos organismos naturalmente produtores, acredita-se que sua producéo em E.
coli pode ser vantajosa, pois tal regulacdo pode ser eliminada em um sistema heter6logo de
producdo, como observado para o estudo de producdo de piocianina em E. coli (SILVA,
2021).



2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Desenvolver plataformas microbianas baseadas em Escherichia coli para a
producéo de diferentes fenazinas.

2.2 Objetivos especificos

- Realizar a clonagem e expressao em E. coli de genes envolvidos na producgéo
de um conjunto selecionado de fenazinas, nomeadamente fenazina-1,6-acido
dicarboxilico (PDC), 1-metoxifenazina (PMO), e endofenazina A.

- ldentificar a produgéo das fenazinas de interesse por espectrometria de massas e
realizar sua quantificacdo por cromatografia luiquida de alta eficiéncia (CLAE);

- Estudar algumas condigdes de processo, como o emprego de diferentes
linhagens de E. coli e aspectos relacionados a inducdo da producdo das fenazinas
(concentragéo de indutor, momento de inducéo);

- Estudar diferente fontes de carbono na produgdo das fenazinas, visando

maximizar a produgdo dos compostos de interesse.

12
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Fenazinas e sua biossintese

Os microrganismos dos géneros Pseudomonas e Streptomyces, possuem as fenazinas
como produto de seu metabolismo secundario. As fenazinas sdo compostos aromaticos
nitrogenados que exibem intensa coloracdo e destacam-se por suas funcbes biologicas e
propriedades antitumorais, acdo antifingica, bactericida, entre outras (CHINCHOLKAR, S.,
THOMASHOW, T, 2013).

A bactéria Pseudomonas aeruginosa, por exemplo, é responsavel pela producdo de
cinco diferentes fenazinas com potencial aplicagdo biotencnolégica (MAVRODI et al.,
2001), sendo uma delas a fenazina-1-acido carboxilico (PCA, do inglés Phenazine-1-
Carboxylic Acid), de grande importancia por ser precursora de outros tipos de fenazinas
nesse e em outros microrganismos.

A biossintese de fenazinas em Pseudomonas é realizada por enzimas codificadas pelo
cluster de genes phzABCDEFG que tem como precursor o corismato (MAVRODI et al.,
1998). Por sua vez, o corismato é o produto final da via do chiquimato pela qual os compostos
aromaticos sdo produzidos nas bactérias. A acdo das enzimas codificadas no cluster
phzABCDEFG resulta na producdo de PCA, conforme mostrado na Figura 1. Na maioria das
bactérias produtoras de fenazina, esses genes sdo flanqueados por um ou mais genes
acessorios que codificam enzimas que facilitam a adicdo e modificacdo de grupos nas

moléculas de PCA, gerando outras fenazinas.

Figura 4- Compreensdo da via de biossintese das fenazinas: comega com a conversao do 4cido corismico em
ADIC, catalisada pela PhzE. O grupo funcional éter vinilico do ADIC é clivado na etapa seguinte da cascata
biossintética, catalisada pela PhzD, para produzir piruvato e acido trans-2,3-dihidro-3-hidroxi-antranilico
(DHAH). A isomerizacdo subsequente da ligagdo dupla é catalisada pela PhzF, o enol obtido tautomeriza para
acido 6-amino-5-oxociclo-hex-2-eno-1-carboxilico (AOCHC) e sugere-se que uma cavidade na PhzF dimérica
possa ser adequada para a subsequente condensacdo cetbnica de duas moléculas de AOCHC para a geracéo de
acido hexahidrofenazina-1,6-dicarboxilico (HHPDC). Devido a sua instabilidade, o HHPDC sofre uma répida
transformacgdo oxidativa em &cido tetraidrofenazina-1,6-carboxilico (THPCA). A partir do HHPDC, duas
reacOes de descarboxilagdo oxidativa ocorrem juntamente com uma oxidagdo espontanea, resultando na
formacéao de fenazina sem substituintes. As etapas finais da biossintese de DHPDC e DHPCA sdo mediadas
por reacOes de oxidacdo catalisadas pela enzima PhzG. A PhzG ndo tem uma especificidade perfeita, o que
significa que também produz PCA, PDC e fenazina sem substituintes. A proporcdo desses compostos €
determinada pela competicdo entre as reacdes de oxidagdo catalisadas pela PhzG e as descarboxilagdes

oxidativas espontaneas.
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Fonte: Guttenberger et al.,(2017).

Ao se comparar operons phz de bactérias produtoras de fenazina observou-se que cinco
enzimas, PhzB, PhzD, PhzE, PhzF e PhzG, sdo conservadas. Essas enzimas Sao responsaveis
por converterem o corismato em fenazina-1,6-acido dicarboxilico (PDC) e/ou fenazina-1-
acido carboxilico (PCA). Essas duas fenazinas, PDC e PCA, atuam como fenazinas
precursoras para a acao de outras enzimas codificadas dentro ou fora do respectivo operon
phz.

A PCA é primordialmente produzida por Pseudomonas, devido uma rapida
descarboxilagdo oxidativa ndo enzimatica ligada a biossintese dessa fenazina (AHUJA et al.
2008; BLANKENFELDT etal. 2004; PARSONS etal. 2004). APDC foi inicialmente isolada
de Streptomyces ssp. (GERBER 1969; MCDONALD et al. 2001) e possui potencial agéo
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antibidtica e anticancerigena (DASGUPTA et al. 2015), porém é produzida em menor
quantidade do que sua semelhante PCA, que é produzida por Pseudomonas (JIN et al. 2015).

Entende-se que a produc¢éo ou ndo de PDC pode ser uma ferramenta para diferenciacao
das Pseudomonas de outras bactérias que produzem fenazinas, como por exemplo
Streptomyces e Pantoea agglomerans, que produzem derivados de fenazinas a partir da PDC
(DASGUPTA et al. 2015; MCDONALD et al. 1999; MESSENGER E TURNER 1986).
Dessa forma, as bactérias produtoras de fenazinas foram classificadas como produtoras
apenas de PCA ou de PCA mais PDC (DASGUPTA et al. 2015; GOHAIN, N et al. 2006;
PIERSON, L. S.; PIERSON, E. A, 2010), e ao avaliar a evolucdo dos genes das fenazinas
em todas as bactérias produtoras, foi notoria a auséncia do gene phzA nos organismos
produtores de PDC, o que leva a crer que 0 mesmo seja o principal fator na distin¢ao entre as
vias responsaveis pela producdo apenas de PCA ou de PCA mais PDC.

Diante disso, os estudos demonstraram que a producao de PDC e seus derivados associa-
se com auséncia do gene phzA (PIERSON, L. S.; PIERSON, E. A, 2010; MESSENGER, A.
J.; TURNER, J. M, 1986), a0 mesmo tempo que Pseudomonas carregamo gene phzA e
produzem a fenazina PCA e seus derivados (MAVRODI et al. 2006; TURNER e
MESSENGER 1986). No entanto, ainda se faz necessario que estudos sejam promovidos
para elucidar as fungdes do gene phzA na biossintese de fenazinas para potencial producao

desses compostos por Pseudomonas.

3.2 Configuracdes nos anéis das fenazinas

Uma caracteristica das fenazinas é possuirem um nucleo de trés anéis (dibenzopirazina),
porém se diferenciam de acordo com as decoracdes que possuem em seus anéis. Essas
decoracdes, incluindo grupos prenil, amida, carboxilato, hidroxi, N- metil, O-metil (metoxi),
etc designam qual atividade biolégica a fenazina desempenhara (PARSONS, J. F et al. 2008;
PARSONS et al 2007; GOHAIN et al. 2006).

Seis fenazinas foram isoladas de Lysobacter antibioticus OH13, e dentre essas estava
um conhecido antibiético, a mixina (1-hidroxi-6-metoxifenazina-N5,N10-di6xido), que
possui atividade antimicrobiana, e é usada como antibidtico veterinario topico de amplo
espectro (PARSONS, J. F et al. 2008; PARSONS et al 2007; GOHAIN et al. 2006)

Das seis fenazinas mencionadas, cinco delas contém um ou dois grupos O-metil, mas
nenhuma possui grupo N-metil. Os grupos O-metil sdo importantes para a atividade
antibiotica. Um exemplo disso é o par de fenazinas mixina e iodinina (1,6-dihidroxifenazina

N5,N10- diéxido) que possuem estruturas semelhantes porém com uma pequena diferenga
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na iodinina, em que nenhum de seus grupos hidroxila é metilado, como é possivel visualizar
na figura 2 (K.; LADNER, J. E.; e PARSONS, J. F, 2008; PARSONS et al 2007; GOHAIN
et al. 2006; GOHAIN et al. 2006).

Figura 5 — 1) Estrutura da mixina e 2) extrutura iodinina.

Percebe-se a diferenca na decoragéo dos anéis aromaticos

h\j-‘-
OH ©O
1) Mixina 2) lodinina

Fonte: adaptado de JIANG et al., (2018).

As moléculas de fenazinas possuem decoracdes especificas em seus anéis e isso é
particular de cada organismo produtor. Existe um cluster de genes, o la_phz, encontrado na
cepa Lysobacter antibioticus OH13, que possui quatro genes responsaveis por essas
decoracdes em fenazinas. Um desses genes é responsavel por codificar a enzima dependente
de FAD, o la_phzS, que promove duas carboxila¢cdes oxidativas na fenazinas PDC, e esta
reacao converte a PDC em 1,6-dihidroxifenazina (DHP) (IIDA et al. 1993; CHANDRAN et
al. 2003).

Ainda dentro do cluster de genes la_phz, pode-se mencionar dois genes cuja funcao nao
estd totalmente elucidada, que sdo o la_phzM e o la_phzX; porém o la_phzM possui
semelhanca a sequéncia de genes que codificam metiltransferases, como a que esta presente
na via de biossintese da piocianina (IIDA et al. 1993; CHANDRAN et al. 2003).

3.3 Estratégias para producéo de fenazinas

O processo de producao das fenazinas pode ser dificultado pela dificil manipulacéo dos
microrganismos que as produzem naturalmente, por serem patogénicos ou pela limitacdo de
ferramentas de manipulacdo genética dos mesmos. Frente a essa problematica surge a
possibilidade de producdo heter6loga desses compostos, uma vez que a utilizacdo de técnicas
de engenharia metabdlica e outras células chassis pode contribuir para expressdo livre de
patogenicidade e de complexas redes regulatorias.

Com a utilizagdo da engenharia metabdlica é possivel aumentar a producdo de um
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composto de interesse, por meio da otimizacdo genética. Com essa ferramenta € possivel
potencializar a formacdo de um produto ou ainda as propriedades celulares do organismo.
Assim, se faz necessario modificagdes especificas, como em reacbes bioquimicas,
empregando a tecnologia do DNA recombinante.

Dentre as ferramentas disponiveis para fins de engenharia metab6lica utilizando células
de E. coli, a colecdo de plasmideos ePathBrick serve como plataforma para a montagem de
vetores para a expressao de multiplos genes de uma via. Utilizando o conceito BioBricks, 0s
vetores utilizados possuem quatro sitios de restricdo compativeis (Avrll, Xbal, Spel e Nhel)
estrategicamente posicionados. Isso permite que genes clonados sejam facilmente
organizados em operons, pseudo-operons ou estruturas monocistronicas (figura 3). Essas

configuracOes resultam em varios niveis de expressao dos alvos escolhidos (XU et al, 2012).

Figura 3 - Possiveis configuracGes de clonagem pelo conjunto de vetores ePathBricks. Na configuracao
de operon, multiplos genes sdo agrupados sob um Unico promotor e transcritos como uma unidade,
permitindo a coexpressdo de proteinas relacionadas, o que economiza recursos celulares. Em seguida,
tem-se 0 pseudoperon, que por sua vez, pode imitar operons, mas pode conter elementos regulatérios
adicionais que influenciam a expressao génica de maneira mais complexa. Por fim, na configuracéo

monocistrénica, um Unico gene é expresso independentemente, produzindo uma Unica proteina funcional.

q N

Operon

Pseudo-operon

Monocistronico

P (Promotor)
T (Terminador)

Fonte: Adaptado de Fordjour et al. (2019).
Para que o encaixe de biobricks em sequéncias nucleotidicas ocorra, fazem-se

necessarias algumas caracteristicas de um conjunto de enzimas de restricdo. E possivel

observar 0 esquema que representa esse processo na figura 4. Ao clivarem o sitio alvo, tais
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enzimas produzem extremidades de fita simples isocaudameras, que por sua vez sao
complementares entre si. A exemplo disso, observa-se a clivagem de um fragmento de DNA
com sitio de restricdo para Spel, e um outro fragmento com Xbal. Como resultado de um
pareamento coesivo das extremidades isocaudameras geradas, € obtida a ligacdo dos
fragmentos.

Consequentemente, 0 método leva ao desaparecimento dos sitios de restricdo de ambas
as enzimas, impossibilitando que, uma vez unidos, os fragmentos sejam separados por elas.
Na figura 4 observa-se a subclonagem de um gene (azul) em um novo plasmideo através
deste método. Ao cortar o inserto utilizando as enzimas hipotéticas E e S, este pode ser unido
a porc¢do do novo vetor digerido com as enzimas hipotéticas E e X. As extremidades cortadas
por S e X sdo complementares e, ao serem ligadas, perdem os sitios de restricdo para ambas
as enzimas (na regido entre os genes representados em azul e verde). Na extremidade
proveniente de digestdes com a enzima E, seu sitio ¢ mantido, possibilitando novas insercdes
(XU et al., 2012).

Figura 4 - Esquema de biobricks. A figura ilustra o processo de digestdo de DNA por enzimas de restricdo,
envolvendo as enzimas E, X, S e P, demonstrando o reconhecimento e clivagem especifica de sequéncias de
nucleotideos. Onde B0034 e C0010 sdo genes que serdo subclonados em um Unico plasmideo como vetor, com

a enzima de ligacdo T4 ligase. AMP representa a resisténcia ao antibiético ampicilina.

E X s P E X s P
@?I)
<

Digestdo Digestao
com com
EeS EeX

E X s E X S P

Mix e enzima T4
Ligase

E X S P

B0034 CO010

Disponivel em: https://parts.igem.org/Assembly:Standard_assembly. Acesso em:06 de janeiro de 2022.

3.4 Aplicaces das fenazinas

O amplo potencial de aplica¢des das fenazinas ocorre devido as mais variadas funcoes

biologicas que essas moléculas desempenham nos microrganismos naturalmente produtores.
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Duas dessas fungdes podem ser destacadas, sendo a regulacao celular do préprio produtor e
a interacdo e/ou influéncia que essas moléculas possuem sobre outros microrganismos
(CHINCHOLKAR, S., THOMASHOW, T, 2013).

As fenazinas ainda séo capazes de promover a regulacdo da expresséo génica, regulacao
da fisiologia celular voltada para a homeostase, promovem a captacao de ferro, auxiliam na
viabilidade celular em ambientes com pouco oxigénio e contribuem na formacdo e
arquitetura de biofilme (CHINCHOLKAR, S., THOMASHOW, T, 2013). Em estudo
realizado por Das, T.; Manefield, M.; Rohde, H, (2012) descobriu-se que a fenazina
piocianina (PYO) exerce papel fundamental na formagéo do biofilme de P. aeruginosa, pois
PYO promove a liberacdo de DNA extracelular (eDNA), que estabiliza os biofilmes
bacterianos, protegendo-os contra estresse fisico e quimico.

Uma atividade promissora desempenhada pelas fenazinas ¢ a atividade anticancerigena.
Inicialmente, um problema encontrado foi a intercalagdo ndo seletiva do DNA, quando
aplicadas fenazinas como agentes anticancerigenos, pois estas desencadeavam uma
toxicidade geral.

Porém esse problema pode ser contornado, uma vez que sua seletividade pode ser
aumentada usando derivados de fenazinas, de forma a ndo utilizar apenas sua “estrutura
plana”. Para isso, foram encontradas estruturas com potencial aplicacdo, por exemplo,
portadores de um grupo protonavel ou estruturas diméricas. Fenazinas sintéticas e naturais
tém sido testadas para fim anticancerigeno (GUTTENBERGER, N.; BLANKENFELDT,
W.; BREINBAUER, R, 2017; KENNEDY et al. 2015). A PCA, por exemplo, desempenhou
atividades protetoras e anticancerigenas contra a linhagem celular de melanoma da pele
humana (SK-MEL-2.47).

Outra aplicacdo de destaque vai de encontro a necessidade crescente por novos
antibioticos, uma vez que patdgenos tém aumentado sua resisténcia a esse tipo de composto
e tendo em vista que esses antibidticos sdo baseados em estruturas identificadas no século
passado. Nesse cendrio, as fenazinas surgem como promissoras candidatas no
desenvolvimento de novos antibiéticos (PUOPOLO et al. 2013).

A utilizacdo de fenazinas em dispositivos eletroquimicos também aparece como uma
aplicacdo potencial dessa classe de moléculas, e isso se deve a suas capacidades de sofrer
reacdes reversiveis de oxido-reducdo. Nesse sentido, a literatura traz exemplos do uso de
fenazinas para o desenvolvimento de biossensores (JAYASEELAN et al., 2014), células
combustiveis microbianas (RABAEY et al., 2005) ou como mediadoras de elétrons em

sistemas de eletrofermentacéo, por exemplo (MORRISON et al., 2018).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Estratégias abordadas para producédo das fenazinas
A figura 5 apresenta as estruturas das fenazinas escolhidas, e a seguir sdo detalhadas
algumas caracteristicas das mesmas.

Figura 5 — Fenazinas selecionadas para producdo heter6loga em
Escherichia Coli

COOH COOH
N
N R
= >,
N N
COOH
Fenazina-1-acido carboxilico Fenazina-1,6-acido dicarboxilico
(PCA) (PDC)

1-metoxifenazina (PMO)
Endofenazina A

Fonte: Autor

A fenazina-1-acido carboxilico (PCA) é a precursora das demais fenazinas de
Pseudomonas e de alguns outros microrganismos e sera 0 ponto de partida para esta para a
obtencdo das demias fenazinas. Sua producdo depende da expressao do operon
phzABCDEFG de P. aeruginosa, e sua producdo ja vem sendo estudada em nosso grupo como
fenazina-modelo.

A ocorréncia da 1-metoxifenazina (PMO) foi descrita em Streptomyces sp. (ROY, P.;
GHORAI, 2010) mas sua biossintese ndo foi relatada posteriormente. Entretanto, apos a
descoberta da enzima laphzM de Lysobacter antibioticus, que realiza a metilacdo nao seletiva
de grupos hidroxilas na molécula de iodinina (JIANG et al. 2018), acreditamos que a
biossintese de PMO pode ser realizada a partir da 1-hidroxifenazina, e essa hipotese é o
ponto de partida para producdo dessa molécula.

A fenazina-1,6-4cido dicarboxilico (PDC), é precursora das fenazinas de varias espécies
de Streptomyces sp. entre outras. Apesar de sua moderada solubilidade em agua, este

composto foi selecionado pois é necessario para a sintese de outra fenazina de interesse.
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Informagdes da literatura indicam que sua produgdo é favorecida, frente a PCA, quando os
genes do operon phz s&o expressos na auséncia do gene phzA (S. GUO et al. 2017).

A endofenazina A trata-se de uma fenazina prenilada produzida a partir de PCA por
Streptomyces anulatus e por Streptomyces cinnamonensis. A adi¢do do grupo prenil €
realizada pela enzima codificada pelos genes ppzP ou epzP de S. anulatus ou S.
cinnamonensis, respectivamente (O. SALEH, B. GUST, B. BOLL, H.-P. FIEDLER, L.
HEIDE, 2009; KERSTIN et al. 2011).

4.2 Linhagens bacterianas e meios de cultivo

A linhagem de E. coli DH5a foi empregada para os procedimentos de clonagem dos
plasmideos de expressdo. Uma vez que os plasmideos foram construidos empregou- se a
linhagem de E. coli QH4 que é derivada da ATCC31884 e possui delecdo dos genes pheA e
tyrA, que convertem corismato (precursor das fenazinas) em prefenato, além das linhagens
de E. coli W, BL21(DE3), K-12 MG1655 e ROSETTA para os testes de producéo das
fenazinas de interesse.

Para o cultivo da linhagem DH5a foi utilizado 0 meio LB (Lysogeny-Broth) composto
por 10 g.L? de triptona, 5 g.L ! de extrato de levedura e 5 g.L* de NaCl, com as células
incubadas a 37°C e agitacao de 225 rpm. Para o plaqueamento, o meio LB foi acrescido com
15 g.L! de agar.

Para os cultivos de produgio utilizou-se o meio TB (24 g.L* extrato de levedura, 12 9.L°
Ltriptona, 0,17 M KHzPO4 e 0,72 M KzHPO4, suplementado com 20 g.L™* glicerol, pH 7,0) e
as células foram incubadas sob agitacdo de 225 rpm a 30°C.

No procedimento de transformacdo das linhagens, é necessario a recuperacdo do
crescimento celular apés a etapa de eletroporacdo. Nesse sentido, foram utilizados o meio
SOB (preparado com 20 g.L™ de triptona, 5 g.L? de extrato de levedura, 0,5 g.L* de NaCl,
KCI 2,5 mM, MgCl> 10 mM) e SOC (derivado do SOB, porém com adicéo de glicose 20
mM). Ja para recuperac¢do do crescimento apos transformacdes por choque térmico, somente
0 meio SOC foi utilizado.

De acordo com o plasmideo transformado em cada linhagem foi feita adicdo de
antibidticos na concentracéo final de 80 ug.mL™* (ampicilina), 25 ug.mL* (cloranfenicol),
e 100 pg.mL? (anidrotetraciclina). As células transformadas, tiveram sua transcrigio
induzida por IPTG (isopropil-beta-D-tiogalactopiranosideo) na concentracdo final de 1 mM.
Para a producdo da 1-metoxifenazina foi realizado um teste da influéncia da concentragdo

de IPTG, conforme descrito a seguir no item 4.7.2.
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Para os procedimentos de rotina de biologia molecular, como as transformacdes e

purificacdes de gel, foram seguidos protocolos padrdo (SAMBROOK, 2001).

4.3 Genes acessorios para obtencdo das fenazinas de interesse

Para obtencdo dos genes acessorios, necessarios para producao de alguns dos compostos de
interesse, foram sintetizados e importados os genes ppzP de Streptomyces anulatus, e laphzM,
laphzS e laphzNO1 de Lysobacter antibioticus, que vieram alocados no plasmideo pUC18 que
possui resisténcia ao antibiético ampicilina. Logo em seguida, esses genes foram subclonados
para o plasmideo pACMS5, da série ePathBrick, para posterior expressdo dos genes acessorios nas
linhagens produtoras. Esses genes foram sintetizados por uma empresa especializada
(GenScript®).

4.4 Extracéo dos plasmideos pETM7_phzABGFCDE e pACM5

Para obtencédo dos vetores a serem usados nas clonagens (figura 6), foram preparados
inoculos de 5 mL (meio LB) de células de E. coli DHSa previamente transformadas com o
plasmideo pETM7_phzABGFCDE (SILVA et al., 2021, estoque do laboratorio) e outro de
mesmo volume e meio com a E. coli DH5a contendo o plasmideo pACM5 (XU et al., 2012;
SILVA et al., 2021).

Figura 6 - (A) Mapa do plasmideo pETM7_phzABGFCDE com suas principais caracteristicas. (B) Mapa
do plasmideo pACM5 com suas principais caracteristicas.

PETM7_phzABGFCDE
12.152 bp

4054 bp

Fonte: Autor.
Apo6s incubacdo das células em shaker overnight, os plasmideos foram extraidos
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utilizando-se o kit Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega®),
conforme instrucdes do fabricante, eluidos em 35 pL de &gua ultrapura a 60°C e em seguida
quantificados em NanoDrop. Os plasmideos foram entdo armazenados em freezer -20°C.

4.5 Construcdo dos plasmideos para producdo da fenazina 1,6-acido dicarboxilico
(PDC)

Segundo S. Guo et al. (2017), a obtencéo da fenazina PDC deve ser possivel a partir da
expressdo dos genes phzBCDEFG de P. aeruginosa. Dessa forma, foram avaliadas
diferentes abordagens para eliminagdo do gene phzA do plasmideo pETM7_phzABGFCDE
(utilizado para producéo da fenazina PCA).

4.5.1 Construcdo do plasmideo pETM7 phzBGFCDE por CPEC

Com a intengdo de remover o gene phzA do plasmideo pETM7_phzABGFCDE,
incialmente foi empregada a técnica de clonagem CPEC (Circular Polymerase Extension
Cloning), em que foram amplificadas duas partes do plasmideo molde (chamadas de “Vetor”
e “Fragment0”), de modo que os amplicons ndo possuissem a sequéncia do gene phzA. Os
primers utilizados (Fragment_delA FOR, Fragment_delA REV, Vector delA REV e
Vector_delA FOR) e suas sequéncias encontram-se na tabela 1, assim como os demais
primers utilizados neste trabalho. Apds a amplificacdo dos fragmentos foi realizada a ligacao

e recircularizacdo de ambos.
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Tabela 1 — Primers utilizados para amplificacdo dos produtos de DNA

Primer

Sequéncia

Fragment_delA_FOR

5’gctacatggcaatgaatagecgttccgcaaataaaacgt3’

Fragment_delA REV

5’cagggcgcgtcccattcgecaal’

Vector_delA FOR

5’gcgaatgggacgegecctgtal3’

Vector_delA REV

S’tatttgcggaacggctattcattgeccatgtagegetecac3’

mut_stop_phzA_Rev

5’gaaaaccaggggttagccgctttccgtggld’

mut_stop_phzA_For

5’ccacggaaagceggctaaccectggtttte3’

phzA KO_F S’gaacccgatacagaaactgegtge’
phzA_KO_R 5’POs-cectgtaccgetgaccgttc 3’
fragmentFOR 5’atgaacggtcagcggtacaggatgggggcatcatccatgtc3’
fragmentREV S’aggtagcggtgcttccagecttatcagggetgecaggegg 3°
VectorFOR 5’ggctggaagcaccgetac3’
VectorREV S’cctgtaccgcetgaccgttca3’
pBRrevBam 5’ggtgatgtcggcgatatagg3’

rrnBT1lterm R

5’gagagcgttcaccgacaaac3’

M Mutacdo de uma base

Para as amplificac6es, foram preparadas duas reacfes de PCR, uma para o fragmento e

outra para o vetor (1:1). Foram preparadas reagdes com aproximadamente 50 ng.uL? do

plasmideo pETM7_phzABGFCDE, 2,5 pL do mix dos primers correspondentes com

concentracgdo de 10 pmol.uL? cada, 25 pL de tampdo 2X Platinum ™ SuperFi ™ II PCR

Master Mix (Invitrogen), ja contendo a enzima Taq DNA polimerase, além de &gua para

completar 50 pL.

Com as reacOes de PCR montadas foi possivel submeter as mesmas por ciclos térmicos

com a seguinte configuracdo: Um ciclo a 98°C, por 30 segundos; 30 ciclos com duas etapas,
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sendo a primeira de 98°C por 10 segundos, e a segunda a 72°C, por quatro minutos; e ao
final, um ciclo de 72°C, por cinco minutos. Apos o final dos ciclos térmicos, as amostras
foramresfriadas a 4°C e foiadicionado 1 pL da enzima Dpnl (FastDigest, Thermo Scientific),
e as reagBes foram incubadas por 1 hora a 37°C. Esta etapa € necessaria para digestdo dos
moldes plasmidiais utilizados, em seus sitios de restricdo metilados para a enzima.

Foi realizada a purificacdo dos produtos da PCR usando-se o kit Wizard SV Gel e PCR
Clean-Up System (Promega®), segundo instrucdes do fabricante, e os amplicons foram
eluidos em 35 L de &gua ultrapura a 60°C e quantificados em NanoDrop.

Por fim, o inserto e o vetor compartilham sequéncias sobrepostas em ambas as
extremidades. ApoOs desnaturacdo e hibridizacdo, a insercdo e o vetor hibridizardo e se
estenderdo usando um ao outro como um modelo para formar um plasmideo de fita dupla
completo, deixando apenas um corte em cada fita, para isso foi misturado o vetor linearizado
com o inserto, sem adicionar nenhum iniciador de PCR, em uma mistura de reacdo de PCR
tipica.

As regides de sobreposicdo entre o inseto e o vetor foram projetadas para ter
temperaturas de fusdo semelhantes (Tm), que estavam normalmente entre 60-70 ° C. Foi
realizada a clonagem de CPEC da mesma forma que se execulta um ciclo de PCR usando
uma DNA polimerase de alta fidelidade.

O esquema a seguir (figura 7) mostra a simulac@o e amplicons que deveriam ser obtidos

apos a etapa de PCR, e a representacao da ligacao dos fragmentos.



Figura 7 - Representacdo da clonagem por CPEC. A) Amplificacdo do vetor,
contemplando os genes do operon, exeto o phzA. B) Amplificagdo do inserto, além de
gene de resisténcia aoantibiético ampicilina; C) A ligacéo e recircularizacao do
plasmideo, gerando a construgdo pETM7_phzBGFCDE.
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Fonte: Autor.
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4.5.2 Construcdo do plasmideo pPETM7 phzBGFCDE pela técnica “Round the horn”

Ainda em relacdo a remoc¢do do gene phzA do plasmideo pETM7_phzABGFCDE,
prop6s-se aqui a aplicacdo da clonagem via Round the Horn, também descrita na literatura
para introduzir mutag@es dirigidas (MOORE E PREVELIGE, 2002). Nessa técnica, é feita
uma reacdo de PCR para amplificar apenas a regido desejada do vetor usado como molde.
Além disso, o primer reverso deve possuir uma fosforilagdo em sua extremidade 5°. Dessa
forma, ap6s a amplificacdo, é possivel fazer a ligacdo das extremidades dos amplicons,
gerando o plasmideo recircularizado.

Para essa etapa foram desenhados os primers phzA_KO_F e phzA_KO_R (Tabela 1), no
sentido de amplificar toda a regido do plasmideo menos a sequéncia correspondente ao gene
phzA.

Na figura 8 encontra-se a simulacdo realizada na plataforma SnapGene® para a
clonagem em que se tem o plasmideo molde pETM7_phzABGFCDE (A) e a linha verde
indica a regido amplificada na reagdo de PCR, resultando no plasmideo
pETM7_phzBGFCDE.

Figura 8 - Simulacdo (SnapGene®) da amplificacdo do plasmideo pETM7_phzABGFCDE
sem a o gene phzA. (A) pETM7_phzABGFCDE (B) pETM7_phzBGFCD

PETM7_phzABGFCDE
12.152 bp

PETM7_phzBGFCDE
11.758 bp

-—
-
-
-~
7~

4521
Fonte: Autor.

A reacdo para clonagem foi preparada com 1 pL do plasmideo molde
pETM7_phzABGFCDE (concentracdo = 141 ng.uL™?), 2,5 puL do mix dos primers
phzA_KO_F + phzA_KO_R com concentragdes 10 pmol puL* cada, 25 pL de tampdo 2X
Platinum ™ SuperFi ™ [I PCR Master Mix (Invitrogen), ja contendo a enzima Taq DNA

polimerase, além de 21, 5 pL de 4gua para completar 50 pL.
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A condicéo utilizada para a PCR foi em seu primeiro ciclo adotar a temperatura de 98°C
por um minuto; em seguida, no segundo estagio, aplicou-se 26 ciclos reduzindo temperatura
para 96 °C por 30 segundos seguidos de redugdo da temperatura para anelamento dos primers
a 57°C durante 30 segundos e 72°C por 6 minutos; por fim, no Gltimo estagio foi mantida por
5 minutos a temperatura de 72°C, sendo resfriada a amostra até 4°C. Apds acabar a reacao de
PCR foi adicionado 1 pL da enzima Dpnl (endonuclease de restricdo que reconhece e cliva
sequéncias de DNA especificas que contém um sitio de metilacdo especifico). As amostras
foram ent&o visualizadas em gel de agarose e purificadas seguindo protocolo da Promega®
(Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System).

4.5.3Recombinacéo homoéloga

Para promover a producdo da fenazina PDC, além da delecdo do gene phzA, foi
encontrado na literatura (RUI et al., 2012) que a delecdo dos genes phzB e phzG aliados a
adicdo dos genes esmAl e esmA2 poderiam potencializar a produgdo desse composto. Os
genes esmAl e esmA2 sdo oriundos da bactéria Streptomyces antibioticus Tu 2706, e fazem
parte do cluster génico para producéo da fenazina esmeraldina. Para testar essa hipotese, 0s
genes esmAl e esmA2 foram sintetizados (GenScript®) para subclonagem no plasmideo
pETM7_phzABGFCDE. Essa subclonagem foi planejada de forma a eliminar os genes phzA,
phzB e phzG do plasmideo utilizando a clonagem por recombinagdo homaologa em E. coli
(JACOBUS E GROSS, 2015).

Nessa técnica, € feita a amplificacdo por PCR do inserto de interesse e do plasmideo
desejado e, para isso, sdo utilizados primers desenhados de tal forma que o inserto e o
plasmideo amplificados possuam extremidades complementares entre si.

A amplificacdo de PCR dos plasmideos receptores foi realizada a partir de 0,5 ng de
DNA de molde, o vetor pETM7_phzABGFCDE, em um volume de reacdo de 50 mL, assim
como para o inserto pUC18 esmAlesmA2. A etapa de PCR foi realizada segundo
recomendacdo da enzima Taq Platinum ™ SuperFi ™ ][I PCR Master Mix (Invitrogen),
utilizando os primers foram projetados para se parearem especificamente com sequéncias
adjacentes ao local de insercdo desejado no DNA alvo, permitindo a amplificacdo seletiva
dessa regido especifica para facilitar a insercdo do inserto através da recombinacdo
homdloga

Apos purificacdo dos amplicons, ambos foram misturados e utilizados para transformar
celulas de E. coli DH5a competentes, € a propria maquinaria da célula recombina o inserto e

o vetor linear a partir de suas extremidades complementares, gerando um plasmideo circular
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fechado. Na tabela 1 pode-se observar os primers desenhados para a realizagdo dessa

clonagem, seguida da figura 9 que representa o esquema da clonagem.
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Figura 9 — Esquema da amplificacdo do vetor e do inserto por recombinacéao
homdloga em E. coli para substitui¢do dos genes phzA, phzB e phzG pelos genes
esmAl e esmA2, gerando o plasmideo pETM7_phzEsmA12_FCDE.

phzA

A)

phzF m phzD phzE

EsmAl EsmA2

EsmAl EsmA2

Fonte: Autor.




31

4.6 Construcgdo dos plasmideos para producdo da 1-metoxifenazina (PMO)

A fenazina PMO (Metoxifenazina) é derivada da PCA e, por isso, se faz necessario o
plasmideo pETM7_phzABGFCDE juntamente com 0s genes acessorios responsaveis pela
conversdo da PCA em 1-hidroxifenazina (POH) e por fim em PMO. Os genes acessorios
correspondem ao phzS de P. aeruginosa, para conversdo da PCA em 1-hidroxifenazina
(POH), e o gene laphzM de Lysobacter antibioticus para conversdo da POH em PMO. O
gene phzS ja se encontrava clonado no plasmideo pACM5 (estoque do laboratério), e o gene
la_phzM foi sintetizado por uma empresa especializada (GenScript®) utilizando o vetor
pUC18.

Apos inserir o pUC18_laphzM em células de E. coli DH5a, por choque termico, para sua
propagacao, foi feita a extrag@o do plasmideo e o gene de interesse (laphzM) foi recuperado por
digestéo utilizando as enzimas Ndel e Kpnl. As mesmas enzimas foram utilizadas para digestao
do plasmideo a ser utilizado neste trabalho, 0 pACM5. Apos a purificacdo dos produtos das
reacOes de digestdo, foi feita a ligacdo e transformac&o de células competentes para obtengéo do
plasmideo pACMS5_laphzM, conforme ilustrado pelo esquema da figura 10 que representa o
processo da subclonagem desse gene.

Figura 10 — Esquema da clonagem do gene laphzM, a partir do plasmideo pUC18 por digestdo usando as

enzimas de restricdo (Ndel e Kpnl) para um novo vetor, o plasmideo pACM5, que foi linearizado utilizando
as mesmas enzimas de restricdo citadas. Resultando no pACMS5_laphzM.

romoter

S

Fonte: Autor.
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Uma vez que o gene foi realocado no pACMS, foi entdo construido de forma pseudo-
operon o plasmideo pACM5_phzS_laphzM na configuracao de pseudo-operon, para que cada
gene possua seu proprio promotor e compartilhem um mesmo terminador ao final. Para isso,
utilizou-se o protocolo descrito por Xu et al., (2012), com o plasmideo pACM5_phzS sendo
digerido com as enzimas Spel e Sall, e o0 plasmideo pACM5_laphzM digerido com Avrll e
Sall. Os produtos das digestbes foram ligados, dando origem ao plasmideo
pACMS5_phzS_laphzM, conforme ilustrado na figura 11.

Figura 11 — Esquema da clonagem do plasmideo pACM5_phzS_laphzM. Foram utilizadas as
enzimas de restricdo Avrll e Sall para isolar o gene laphzM e as enzimas Spel e Sall para
linearizar o plasmideo pACM5_phzS, novo vetor para ambos 0s genes. Assim resultou no
produto pACM5_phzS_laphzM.

pPACM5_phzS
5210 bp

PACMS_phzS_LaphzM
5439 tp

Fonte: Autor.

Uma vez construido o plasmideo que carrega 0s genes acessorios para conversao da
PCA em PMO, este foi transformado na linhagem de E. coli QH4-PCA (linhagem QH4
carregando o plasmideo pETM7_phzABGFCDE, que codifica os genes para producdo da
PCA).

4.7 Construgdo dos plasmideos para producdo da endofenazina A

A endofenazina A é uma fenazina terpendide derivada da PCA que apresenta um grupo
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prenil em sua estrutura. Para adi¢do dessa modificacdo no anel, é necesséria a expressdo do
gene ppzP de S. anulatus que codifica uma preniltransferase. Esse gene acessorio foi
sintetizado (GenScript®) no vetor pUC18. Apds propagacao deste plasmideo em E. coli
DH5a, o mesmo foi extraido e digerido com as enzimas Ndel e Kpnl, e ligado ao plasmideo
pACMS5 previamente digerido comas mesmas enzimas, conforme ilustrado na figura 12.

Figura 6 — Esquema da clonagem do plasmideo pACM5_ppzP. O gene foi isolado de seu vetor
(pUC18) Utilizando as enzimas de restricdo restricdo (Ndel e Kpnl) para um novo vetor, o plasmideo
pACM5, que também foi linearizado utilizando as mesmas enzimas de restricdo citadas. Resultando
no pACM5_ppzP

omoter
® O

4
RS

pUC18_ppzP
3334 bp

Fonte: Autor.

O grupo prenil que deve ser adicionado a PCA para formacdo da endofenazina A é o
composto dimetilalil pirofosfato (DMAPP) (SALEH et al., 2009), que é um isdmero do
isopentenil pirofosfato (IPP), ambos sendo 0s precursores universais da biosintese de
isoprendides. O DMAPP ¢é naturalmente produzido por E. coli, porém em baixas
concentragdes. Para aumentar a disponibilidade deste precursor para a biossintese da

endofenazina A, foram adquiridos os plasmideos pMevT (Addgene #17815) e pMBI
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(Addgene #17816) que codificam a via do mevalonato de S. cerevisiae para producdo do
DMAPP (MARTIN et al., 2003). Assim como a subclonagem mencionada, o pMBI foi
transformado juntamente com o pMevT_ppzP em células de E. coli.

A partir da técnica de clonagem por recombinacdo homologa (JACOBUS e GROSS,
2015) e da utilizag&o dos primers descritos na tabela 1, foi realizada a subclonagem do gene
ppzP oriundo do pACM5_ppzP para o plasmideo pMevT, dando origem & construcéo
pMevT_ppzP. Na figura 13 é possivel visualizar como se deu a clonagem e o produto final.

Figura 13 7- Construcdo do plasmideo acessério pMevT ppzP para producdo da
endofenazina. Na primeira PCR é amplificado apenas o gene de interesse ppzP, em paralelo é
realizado uma segunda PCR para amplificacdo do veto. A ligacdo ocorre por homologia no
interior da célula.

N

\ INTERIOR DA CELULA Escherichia ch
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Fonte: Autor.

A figura 14 apresenta o esquema dos trés plasmideos necessarios para a producao da
endofenazina A em E. coli utilizados neste trabalho.

Figura 14 - plasmideos utilizados para transformacéo na E. coli QH4: PMBI, pMevT ppzP e
pPETM7_phzABGFCDE

\.}. i \
R

}

pMevT_ ppzP

Ry G

Fonte: Autor.

4.8 Etapa de ligacao de inserto e vetor com T4 ligase

Apos a digestdo do vetor e do inserto com as enzimas de restricdo apropriadas, 0s
produtos da reacao sao tratados com enzima de ligacdo T4. Para preparar a reacdo de ligacéo,
é recomendado usar uma proporc¢éo vetor:inserto de 3:1, onde a quantidade de vetor é trés
vezes maior do que a quantidade de inserto. Por exemplo, para uma reagao de 20 uL, pode-
se usar 150 ng de vetor e 50 ng de inserto.

Os componentes da reacdo incluem o vetor digerido, o inserto digerido, buffer de ligacao
T4, ATP e aenzima T4 ligase. A mistura é incubada em temperatura adequada, geralmente
16°C a 22°C por um periodo de tempo determinado,neste caso, foi deixado a reacdo
overnight (16h). Apoés a incubacdo o produto final da ligacdo foi usado diretamente para

transformacéo bacteriana, por choque térmico ou eletroporacao.

4.9 Cultivos em frascos agitados para producao das fenazinas

Apos as transformacdes da linhagem de E. coli QH4-PCA com os plasmideos
construidos com 0s genes acessorios, foram realizados cultivos para avaliacdo da producéo
das fenazinas aqui estudadas. Os indculos foram preparados em tubos falcon com 5 mL de
meio LB + antibiotico(s), e as células prevenientes dos estoques congelados a -80°C foram

incubadas por 16 h a 30°C, 225 rpm. Volumes de 1 mL foram utilizados para inocular os
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frascos da etapa seguinte.

Cada cultivo foi realizado em duplicata, a 30°C, 225 rpm, utilizando erlenmeyers de
250 mL com 50 mL de meio TB, além de antibi6ticos correspondentes aos genes de
resisténcia de cada plasmideo. A densidade otica (DO) foi acompanhada em 600nm até que
esse valor estivesse entre 0,8 e 1 para que a concentracdo de 1mM do indutor IPTG fosse
adicionada para inducéo da expressédo génica.

Ao término dos cultivos foram separadas amostras para analises no espectro de massas
para confirmacao ou ndo da producdo da fenazina desejada. As amostras foram centrifugadas
a 15000 rpm e o sobrenadante foi filtrado em filtro de seringa 0,22 um e enviado para analise
de espectrometria de massas pela técnica Thais Castral do Centro de Processos Cataliticos e
Biotecnoldgicos (CPCB) do Departamento de Engenharia Quimica da UFSCar.

As amostras coletadas também foram analisadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) (sistema Shimadzu, Bombas HPLC 510, Injetor W717, refratbmetro
W410 e leitor de UV PDA W996), utilizando a coluna C18 (Sunfire Waters, Milford, EUA)
a 25 °C conectada ao detector UV/VIS 365 nm, solugdo A: H.O contendo 0,1% (v/v) de
acido trifluoroacético, e solucdo B: Acetonitrila contendo 0,1% (v/v) de acido
trifluoroacético, ambas com vazédo de 0,6 mL/min. Ogradiente utilizado encontra-se na

tabela 2. Todas as amostras foram filtradas previamente em filtro PVDF 0,22 um.

Tabela 2 — Gradiente das fases méveis utilizadas na quantificacdo das amostras de fenazinas em

cromatografia liquida de alta eficiéncia

Solucéo
Tempo (minutos) A(%) B(%)
0 98 2
2 85 15
14 17 83
16 98 2
20 98 2

Para a producéo da fenazina PMO, foram realizados experimentos adicionais para avaliar a
influéncia da linhagem de E. coli utilizada para producéo, bem como a influéncia da concentracao

do indutor e do momento de indugéo, conforme descrito a seguir.

4.9.1 Avaliacdo das linhagens de E. coli para producdo da fenazina PMO
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Para o teste das cepas, foram empregadas seis linhagens de E. coli disponiveis no
Laboratorio de Fabricas Celulares (LaFaC) do Departamento de Engenharia Quimica da
UFSCar. Para isso, foram realizadas transformagbes com os dois plasmideos
(pPACM5_phzS_laphzM e pETM7_phzABGFCDE) nas seguintes linhagens: QH4, DH5a,
BL21(DE3), K-12 MG1655, W e Rosetta.

Apo6s todas as transformacgdes foram feitos estoques para armazenamento a -80°C,
posteriormente utilizados para prepacdo dos indculos em 5 mL de meio LB com os
antibiéticos adequados. Os cultivos foram realizados em duplicata a 30°C e 225 rpm,
conforme descrito, e a concentragédo da fenazina PMO foi determinada por CLAE.

4.9.2 Avaliacdo do efeito do indutor na producdo da fenazina PMO

Foiavaliada a produgdo da fenazina PMO em diferentes concentragdes do indutor IPTG
utilizando uma placa de 48 pogos em que cada poco foi alimentado com 5 mL de meio TB
mais antibiotico. O teste foi realizado em triplicata com seis concentracfes de indutor
diferentes 0,0; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75 e 1 mM. Todas as amostras foram induzidas no mesmo
tempo em que chegaram na DO variando de 0,8 a 1 em absorbancia de 600nm. O cultivo

durou 45 horas e foram retiradas amostras de 100 pL a cada 12 horas a partir da inducdo.

Cultivos em erlenmeyers agitados também foram empregados para avaliacdo de
diferentes concentracdes do indutor IPTG, sendo elas 0,25 mM, 0,5 mM e 1,0 mM. Esse
ensaio ocorreu nas condi¢cdes de cultivo citadas no item 4.7 porém com variacao do IPTG.
Ao final do cultivo as amostras foram coletadas, filtradas e submetidas a quantificacdo em
cromatografia liquida.

Também foram avaliados diferentes tempos de inducdo com o IPTG. Foram realizados
cultivos em placa de 48 pocos, com5 mL de meio TB por poco e os antibiéticos adequados.
Neste experimento a concentracdo de IPTG foi fixada em 1 mM porém variou-se o tempo
de inducdo e consequentemente a DO em que as células se encontravam. Foram avaliadas
as DOs de 600 nm estando entre 0,5 e 0,8 (0 que levou aproximadamente 2 horas apds o
indculo); DO entre 0,8 e 1 (aproximadamente 4 horas apds o indculo) e por fim coma DO

estando entre 1 e 1,2 (por volta de 6 horas apds iniciar o cultivo).

4.9.3 Avaliacdo da fonte de carbono na producéo das fenazinas

Nesta etapa, foram estudadas variagdes na fonte de carbono, tendo sido testados xilose
(12g.L 1), glicose (10g.L™?) e glicerol (20g.L™?). Apesar da variagdo na massa de cada fonte

de carbono, o equilibrio quimico permanece inalterado para ambas as fontes, indicando que
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as mudancas na concentracdo desses compostos ndo afetam significativamente as proporcdes
dos produtos e reagentes envolvidos nas reagdes metabolicas.

Os cultivos foram realizados em duplicata para cada fonte de carbono e as condigdes
foram temperatura de 30°C, agitacao de 225 rpm, utilizando erlenmeyers de 250 mL com 50
mL de meio TB, além de antibiéticos correspondentes aos genes de resisténcia de cada
plasmideo. A DO foi acompanhada em 600nm até que esse valor estivesse entre 0,8 e 1 para
que a concentracdo de 1mM do indutor IPTG fosse adicionada para a producdo das

fenazinas. Por fim, as amostras foram quantificadas em cromatografia liquida.

4.9.4 Avaliacdo das fenazinas produzidas em espectrometria de massas

As fenazinas foram analisadas por espectrometria de massas utilizando-se o sistema
Xevo-TQD (Waters, Milford, USA) com fonte de ionizagdo a pressdo atmosférica do tipo
electrospray (ESI), operando no modo positivo. O espectro de massas foi registrado através
do software MassLynx.

Para a otimizacdo das condigcdes de ionizacdo, foi retirada diretamente do meio de
cultivo 1,0 mL de amostra, no tempo aproximado de 45 h, em seguida filtrada e diluida
aliquotando-se 60 L e transferindo para eppendorf contendo 5000 pL de agua ultra-pura.
Esta solugdo diluida foi infundida no sistema a uma vazdo de 50 pL.min* e as condicdes
estabelecidas foram: voltagem do capilar 3,6 kV, temperatura de dessolvatacdo 400 °C,
vazdo do gas de dessolvatacdo 1000 L.h. A energia de colisdo (CE) e a voltagem do cone
foram otimizadas, para cada transicdo, utilizando-se o software MassLynx através da
ferramenta de ajuste automatico Intellistart. O espectrometro de massas foi operado no modo

selected reaction monitoring (SRM).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Subclonagem dos genes sintéticos

Apos os genes acessorios (ppzP, laphzS, laphzM e laphzNO1) serem sintetizados, foi
realizada a digestao do plasmideo pUC18 carregando cada um destes genes com as enzimas
de restricdo Ndel e Kpnl. A tabela 3 lista o tamanho de cada gene sintetizado, e a figura 15
apresenta o resultado das digestdes realizadas. Desconsiderar os genes laphzS e laphzNO1,
pois 0os mesmos fazem parte de outra pesquisa, porém a eletroforese foi realizada em

conjunto com genes aqui abordados.

Tabela 3 — NUmero de pares de base dos genes acessérios para producdo de diferentes fenazinas

Inserto Pares de
base
ppzP 900
laphzM 1026
laphzNOI 1629
laphzS 1224

Figura 15 - Eletroforese da digestdo dos plasmideos com os genes sintéticos para
producdo das fenazinas de interesse. Coluna L (Invitrogen 100 bp DNA Ladder); coluna
1: ppzP; coluna 2: laphzNO1; coluna 3: laphzS; coluna 4:laphzM. A banda entre 2 e 3
kpb corresponde ao vetor pUC18 linearizado que possui 2686 pb. Desconsiderar colunas

2 e 3 que ndo serdo abordadas neste estudo.
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Fonte: Autor.

Apos eletroforese, os genes foram purificados e quantificados em Nanodrop.
Posteriormente, foram subclonados no plasmideo pACMS5, que foi digerido com as mesmas
enzimas de restricdo (Ndel e Kpnl) e tiveram sua ligagdo promovida pela enzima T4 DNA
ligase resultando nos plasmideos listados abaixo na tabela 4.

Tabela 4 — Plasmideos pACM5 com genes acessorios para producao das fenazinas de

interesse.
Plasmideo construido Numero total de
(vetor + inserto) pares de base
pACM5_ppzP 4906
pACMb5_laphzM 5032

5.2 Producdo da Fenazina-1,6-acido dicarboxilico (PDC)
Eliminacdo do gene phzA via CPEC

Ao realizar a CPEC para remocéo do gene phzA do plasmideo pETM7_phzABGFCDE
ndo foram gerados resultados como os esperados pela simulacdo no SnapGene®, que seriam
um produto de 6766 pb para o fragmento, e de 5082 pb para o vetor. Foram geradas bandas
inespecificas como é possivel ver no gel de agarose na figura 16. E possivel que os primers
tenham se anelado em regibes inespecificas e assim amplificaram bandas diferentes das

necessarias para a construcao do plasmideo pETM7_phzBGFCDE.
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Figura 16 — Eletroforese do rodutos de PCR de col6nias. O tamanho das bandas esperadas era de 6914
pb, porém foram geradas bandas de aproximadamente 2100pb. Coluna Ladder (Invitrogen 100 bp DNA
Ladder), coluna 1-6 amostras de col6nias ap6s transformacao

Ladder 1 2

W
den
A
(=)

Fonte: Autor.

Foram realizados seis ensaios de seis diferentes col6nias que cresceram na placa, para
amplificacdo das bandas desejadas para a clonagem via CPEC e todas se comportaram da
mesma forma, gerando um produto muito diferente do esperado.

Ainda foram testadas varia¢des nas condi¢des de PCR do método CPEC, como variacao
na temperatura de anelamento, reducdo no volume de reacdo, porém continuava- se com a
amplificacdo de produtos inespecificos.

Dessa forma, uma abordagem alternativa & remoc¢do do gene phzA via CPEC foi
avaliada. A nova estratégia adotada foi a mutacdo sitio-dirigida, com o intuito de inserir um
cddon de parada no interior da sequéncia do gene phzA a fim de promover o efeito de
inativacdo do gene.

Eliminacdo do gene phzA via Round the horn

Alternativamente, foi realizada a técnica de clonagem via “Round the horn” para
remocao do gene phzA do plasmideo pETM7_phzABGFCDE. Apds a realizagcdo daPCR foi
possivel identificar a banda referente ao plasmideo sem o gene phzA (650 pb) que antes era
de 12466 pb para o pETM7 phzABGFCDE e passou a ser de 11789 pb
(PETM7_phzBGFCDE) como pode ser inferido pela figura 17.
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Figura 17 — Eletroforese de produto de PCR Round the Horn. A seta indica a amostra de 11789 pb do
pETM7_phzBGFCDE. Coluna Ladder (Invitrogen 100 bp DNA Ladder), coluna 1-4 amostras ap0s

PCR. Em tracejado vermelho: amostra recuperada do gel.

Fonte: Autor.

Uma vez que a clonagem se mostrou eficiente, essa massa de DNA foi recuperada
(representado em tracos vermelhos, na amostra 1) do gel, purificada e quantificada em
nanodrop. O plasmideo purificado foi utilizado paratransformacao de células de E. coli QH4.
Foi realizada a extracdo dos plasmideos de algumas das colonias que cresceram na placa e
promovida uma digestdo para analise dos plasmideos. ldentificou-se pelo mapa do
plasmideo que havia um sitio de restricdo da enzima BamHI no meio do gene phzA além de
apenas mais um sitio dessa mesma enzima no restante do plasmideo. Entdo, uma forma de
confirmacdo de que o gene phzA ndo estava presente no plasmideo obtido foi realizar a
digestdo com a enzima BamHI: os plasmideos que eventualmente ainda possuiam o gene
phzA seriam digeridos em duas regides enquanto que o plasmideo sem o gene phzA seria
digerido em apenas uma regido. Foi feita a analise de quatro amostras mais o plasmideo
molde como controle. A figura 18 mostra o resultado da eletroforese, com produtosda

digestéo.



43

Figura 8 - Digestéo das amostras de pPETM7_phzABGFCDE e pETM7_phzBGFCDE com enzima de restrigdo
BamHI. Coluna Ladder (Invitrogen 100 bp DNA Ladder), coluna 1-7 amostras apés PCR com produto
(PETM7_phzBGFCDE) de 11758 pb e na coluna 8 (controle) pETM7_phzABGFCDE com duas bandas,
respectivas aos tamanhos de 8788 e 3364 pb.

Digestdao com BamHI

Controle
7 (phzABGFCDE)

ZE> ageq

Fonte: Autor

Como esperado, as amostras de pETM7_phzBGFCDE apresentaram apenas uma banda
e de tamanho compativel com o plasmideo sem o gene phzA, enquanto que o molde teve seus
dois sitios digeridos com bandas de 3364 e 8788 pb pois ainda possuia 0 gene phzA em sua
sequéncia.

Apos a confirmacdo de que a remocéo do gene phzA havia sido eficiente, foi promovido
um cultivo das amostras 1,2,4 e 6, para analise do sobrenadante por espectrometria de
massas. E possivel visualizar o cultivo na figura 19 em A) erlenmeyer apés 40 h de cultivo
com células e sobrenadante e B) o sobrenadante ap0s a centrifugacdo e a separacdo das

células.
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Figura 19 - Cultivo da fenazina 1-6-acido dicarboxilico. A) cultivo & 30°C em meio

TB apos 40 h com células em erlenmeyer. B) Sobrenadante em eppendorf de 1,5mL

Fonte: Autor.

Apos analise do sobrenadante em espectrometria de massas ndo foi possivel
identificar amolécula PDC.
Recombinacéo homdloga

Novos esfor¢os foram realizados em relacdo a producdo dessa fenazina. De acordo
com as informagdes publicadas por Rui e colaboradores (2012), a expressdo dos genes
phzCDEF de P. aeruginosa em conjunto com o0s genes esmAl e esmA2 de S. antibioticus
levam a producéo da fenazina PDC. Dessa forma, conforme descrito no item 4.4.3, a intencéo
seria promover a substituicdo dos genes phzABG do plasmideo pETM7_phzABGFCDE pelos
genes sintéticos esmAl e esmA2 a fim de viabilizar a producdo da PDC, e futuramente da
fenazina iodinina.

Apos a realizacdo da PCR para amplificacdo dos insetos esmAl e esmA2 , figura 20
(A) e do vetor pPETM7_phzFCDE (B), foi realizada eletroforese para identificacéo e posterior
recuperacdo dos amplicons. Apds simulacdo no software SnapGene, verificou-se que que 0s
amplicons teriam 1336 pares de base para o inserto e 10246 para o vetor. Apds a eletroforese

essas massas de DNA foram purificadas do gel e quantificadas.

Figura 20 - (A) Eletroforese desenvolvida com os produtos de PCR do inserto
esmAlesmAz2, equivalente & 1336pb. 1 e 2 sdo duplicatas. (B) Eletroforese do vetor
PETM7_phzFCDE, também feito em duplicata,3 e 4, correspondente a 10246 pb.
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Ladder 1 2 Ladder 3 4

10246 pb

— 133G pb

Fonte: Autor.

Uma vez que as amostras de DNA foram purificadas, o inserto e o vetor foram
misturados em uma unica solucdo, para posterior transformacao em células competentes de
E. coli DHS5a. Apés a transformacdo, observou-se uma quantidade muito pequena de
colénias na placa, mas mesmo assim essas colonias foram analisadas.

Foi realizado PCR de col6nias com os primers pBRrevBam e rrnBT1term_R (amplicon
esperado de 6697 pb), porém como é possivel visualizar na figura 21 nenhum resultado
positivo foi obtido nas seis colonias que haviam crescido na placa.

Figura 21 — Eletroforese de produtos de PCR de coldnia de E. coli DH5a recombinantes
(PETM7_phzFCDE_esmA1A2). Ladder esta a esquerda. De 1-6 encontram-se as colnias
testadas.

Ladder 1 2 3 4 s 6

Fonte: Autor.
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Percebe-se que as colonias testadas apresentavam apenas resultados negativos ou néo
esperados. Apesar dos esforcos e da aplicacdo de diversas estratégias de clonagem, alguns
resultados ndo alcangaram as expectativas previstas.

Além disso, tentativas de otimizacao das condi¢des de rea¢do, como variagdo na relagdo
vetor:inserto e ajustes em suas concentragdes, ndo produziram os resultados esperados em
termos de eficiéncia de clonagem.

Esses resultados destacam a necessidade continua de investigacdo e refinamento de
metodologias para alcancar o sucesso desejado na construcdo de vetores e na obtencdo de

clones recombinantes.

5.3 Producéo da 1-metoxifenazina (PMO)

Com a construcdo do pACM5_phzS_laphzM (figura 22), confirmada pela eletroforese
de produtos de pcr de colonia, foi possivel dar inicio a producao da metoxifenazina (PMO).
Esse plasmideo foi inserido nas células de E. coli QH4, que ja possuem o plasmideo

responsavel pela producéo da fenazina PCA, por choque térmico

Figura 22 - Eletrofrese de produtos de PCR de coldnia do pACMS5 phzS_laphzM (primers:
rrnBT1term_R e pBRrevBam). Em simulacdo no SnapGene® esperava-se banda de 2841pb, confirmada
na amostra da coluna 1. Coluna Ladder (Invitrogen 100 bp DNA Ladder), coluna 1-7 amostras apés PCR

de colbnias isoladas.

1

Ladder

Fonte: Autor.

. Apoés a transformacdo foi realizado o plaqueamento em LB agar com os antibioticos
adequados (cloranfenicol e ampicilina), e as colbnias cresceram indicando que a
transformacéo havia dado certo. Foi realizado entdo um cultivo de 40 horas, figura 23, em
erlenmeyer de 250 mL com volume de meio de 50 mL, com indug&o em DO de 600 nmentre
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0,8e1,0.

Figura 23 - Cultivo em duplicata de E. coli QH4 para producdo de
metoxifenazina (PMO), apds 40h de cultivo a 30°C em meio TB.

Fonte: Autor.

Ao final do cultivo as células foram separadas do sobrenadante e esse material foi
filtrado para posterior analise em espectrometria de massas. A analise foi feita pela técnica
Thais Castral do CPCB do DEQ/UFSCar, que confirmou a massa da metoxifenazina
produzida de forma heterdloga por Escherichia coli de 210,2 g/mol como reportam os
bancos de dados (PUBCHEM, 2022) A analise permitiu observar as transicdes 210,98 -
168,03 cone: 46 V CE: 32 V e 210,98 - 196,03 cone: 32 V CE: 32 V como ¢ possivel
observar na figura 24.

Figura 24 - Espectro de massas de ions produtos referentes a fragmentagao da massa 210,98 Da (PMO)
utilizando energia de colisdo de 32 V

11U+

. L Jl |
80 70 80 G0 100 110 120 130 140 150 160 170 180 180 200 210 220
Optimized Daughter Spectrum {at Collision Energy 32V)

Fonte: Autor.
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Ainda em relacdo a producdo da PMO, decidiu-se testar a producdo dessa molécula nas
linhagens disponiveis no laboratorio. Entdo foram realizadas transformagdes por
eletroporacdo em seis diferentes linhagens, posteriormente cultivadas em shaker (225 rpm,
30°C).

Apos o cultivo, as amostras foram analisadas por CLAE para avaliar se o gendtipo da
cepa pode exercer alguma influéncia na producdo do composto de interesse. A seguir, na
figura 25 ¢ possivel ver a producdo apds 40 h de cultivo de todas as linhagens avaliadas. E
notadvel que houve grande diferenca na concentracdo final de PMO entre as diferentes
linhagens, com os valores atingidos variando entre 33 e 750 mg.L ™. Esse resultado reforca as
observacOes descritas por J.M. Monk et al., (2016), de que as diferencas de regulacdo e
expressdo génica entre diferentes linhagens de E. coli costumam ter um impacto significativo

na produtividade, rendimento e concentracéo final de produtosmetabolicos.

Figura 25 — ConcentracBes de metoxifenazina produzida por diferentes linhagens de E. coli

800,00 r
700,00 r
600,00 r
500,00 r

400,00 r

mg.L?

300,00 f
200,00 r
100,00 | - _ -
0,00 . . i
QH4 DH5a W BL21 K12 ROSETTA
Linhagens de Escherichia coli

Fonte: Autor.

A partir dos resultados observou-se que a linhagem que mais produziu o composto foi a
QHA4. Essa linhagem possui a delecdo dos genes pheA e tyrA, responsaveis por converter o
corismato em prefenato, que é um precursor para a biossintese de aminoécidos aromaticos.
Pelo fato do corismato ser também o precursor direto das fenazinas, € intuitivo que a
eliminacdo de uma via competitiva que consome este composto deve aumentar sua
disponibilidade para producgéo das fenazinas, e este fato poderia justificar o desempenho téo
superior da linhagem QH4 frente as demais. De fato, a linhagem QH4 vem sendo usada em

nosso grupo de pesquisa para producdo de outras fenazinas, como a piocianina (SILVA et
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al., 2021) e a PCA (ALTMANN, 2021), entre outras (dados ndo publicados).

Ainda em relagdo aos cultivos da PMO, pretendeu-se estudar o efeito do indutor na
producdo da molécula alvo. Para isso, inicialmente foram feitos cultivos com diferentes
concentragdes de indutor IPTG utilizando uma placa de 48 pogos. Na tabela 5 é possivel ver
os valores da concentracdo de metoxifenazina apds o final do cultivo de 40 horas em

diferentes concentracgdes de IPTG.

Tabela 5 - Cultivo para produgdo da PMO com diferentes concentracdes de IPTG

Concentracdo de indutor (mM) Concentragdo PMO (mg/L)
0 33,4 £0,0001
0,1 42,7 + 0,0002
0,25 43,4 +0,0002
0,5 42,9 +0,0012
0,75 43,8 + 0,0006
1 41,6 + 0,0002

Nota-se que ndo hd uma grande variacdo no valor das concentracGes obtidas com
diferentes concentracbes de IPTG, com excecdo da condicdo sem IPTG onde se atingiu a
menor producdo, 33,4 mg.L*. Observou-se também que os valores obtidos se mostraram
bastante inferiores aos atingidos nos cultivos em frascos agitados, o que deve ser um reflexo
direto da oxigenacdo consideravelmente menos efetiva no cultivo em placa. Como visto na
figura 1, o oxigénio participa das trés Gltimas reacdes da via de biossintese da PCA, molécula
precursora da PMO.

Desta forma, foi realizado um cultivo com frascos agitados, em que houvesse uma maior
oferta de oxigénio. Nesta etapa, 0Ss ensaios ocorreram com apenas trés variacdes da

concentracdo do indutor. Os resultados encontram-se no gréafico da figura 26.



50

Figura 26 - ConcentragBes finais de metoxifenazina produzidas pela E. coli QH4 com variacdo na
concentracdo do indutor IPTG.
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Fonte: Autor

Ha uma pequena variacdo nas concentracdes finais da molécula PMO, sendo essa
concentracdo um valor abaixo do esperado para o cultivo dessa molécula em frascos
agitados, uma vez que quando estudada a fonte de carbono do meio de cultivo, concentragdes
mais altas foram encontradas, como serd apresentado a seguir. No entanto, a maior
concentracio de fenazina PMO produzida nesse ensaio foi de aproximadamente 80 mg.L™*,
obtida a partir da concentragdo de indutor de 1,0 mM.

Um altimo cultivo relacionado ao estudo do IPTG foi realizado, porém para avaliar o
efeito do momento de inducéo na formagdo da PMO. Neste experimento foi mantido o valor
da concentracéo de indutor em 1,0 mM. Inicialmente foi realizada a indugdo com DOsoo nm
entre 0,5 e 0,8, 0 que levou aproximadamente trés horas apos a inoculagio do cultivo. Em
seguida, apds mais 1 hora de cultivo, foi realizada a inducdo do segundo cultivo (DO entre
0,8 e 1,0) e, por fim, apds duas horas do inicio do primeiro cultivo foi realizada a inducéo do

terceiro cultivo, cuja DO estava entre 1 e 1,2.
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Tabela 6 — Concentragdes de metoxifenazina (PMO) em diferentes tempos de indugéo

DO de

inducéo Concentragdo PMO (mg.L™?)
(600NmM)
0,5e0,8 42,7 + 0,0009

0,8a1l 43,4 + 0,0001

lalz2 47,3 + 0,0008

Pelos resultados apresentados na tabela 6 foi possivel observar que as concentracdes
finais da PMO nao variaram significativamente com os diferentes tempos de inducao.

Com relagdo ao estudo da fonte de carbono para producdo da fenazina PMO foram
avaliados glicose, xilose e glicerol. Pode-se visualizar na figura 27 que a xilose apresentou
destaque quanto a maior producgédo de metoxifenazina, com concentracéo final de 421 mg.L
! Esse valor representa um ganho de 15,19 % em relagdo ao valor médio obtido na condigdo

com glicerol, e 35,30 % em relacdo a média obtida no cultivo com glicose.

Figura 27 - Concentracgdes finais de metoxifenazina produzidas pela E. coli QH4 com variacao na
fonte de carbono.
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Fonte: Autor

5.4 Producdo da endofenazina A

Para a producdo da endofenazina A, inicialmente foi realizada a clonagem por

recombina¢do homdloga em E. coli para inser¢édo do gene ppzP no plasmideo pMevT. Para
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isso, foram realizadas reacdes de PCR para amplificacdo de ambas as partes. Os produtos
das reacdes foram analisados em gel de agarose (figura 28) onde é possivel identificar pelo
namero de pares de base o vetor (8268 pb) nas duas primeiras colunas e o inserto de 1392
pb nas duas Gltimas colunas do gel.

Figura 28 - —Eletroforese com vetor de 8258 pares de base nas duas primeiras colunas e inserto
com 1392 pares de base na terceira e quarta coluna. Ladder representado por L a esquerda.

8258 pb

10000
8000

1500

Fonte: Autor

As bandas desejadas foram excisadas do gel e purificadas. Em seguida, foram utilizadas
diretamente para transformacéo das células de E. coli competentes, e no dia seguinte foi
realizada extracdo de plasmideo de quatro col6nias. Os plasmideos obtidos foram digeridos
com as enzimas Kpnl e Ndel. Com essa digestdo esperava-se que o plasmideo de interesse
apresentasse algumas bandas, entre as quais uma banda especifica de aproximadamente 900
pb. Na figura 29 é possivel ver os quatro plasmideos digeridos extraidos de 4 colbnias
diferentes e apenas na amostra 1 é possivel identificar as bandas esperadas segundo a

simulacdo realizada no SnapGene®.
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Figura 29 - (A) Simulagdo em SnapGene® com enzimas de restri¢do Kpnl
e Ndel para digestdo do pMevT_ppzP e do pMevT. (B) eletroforese da
digestdo de pMevT_ppzP com as enzimas mencionadas.

(A)

pMevT ppzP

(B)

Fonte: Autor

Uma vez confirmada a construcdo bem-sucedida do pMevT ppzP bastava apenas
realizar a transformacdo das células de E. coli QH4, que ja possuiam os plasmideos
PETM7_phzABGFCDE e o pMBI, por choque térmico.

Apos a transformagéo foi possivel verificar o crescimento de col6nias na placa contendo

os antibidticos cloranfenicol, tetraciclina e ampicilina, como indica a figura 30.
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Figura 30 - Placa de Petri com meio LB+agar (15g.L") com antibidticos: ampicilina, tetraciclina e
cloranfenicol. Col6nias de E. coli QH4 ap6s 20 h de incubagéo a 37°C.

Fonte: Autor

Na producéo da endofenazina A, também foram avaliadas diferentes fontes de carbono,
como glicose, xilose e glicerol. No grafico a seguir, figura 31, é possivel visualizar as
quantificacOes obtidas apos analise de suas concentragdes em CLAE.

Figura 31 - Concentrag@es finais de endofenazina A produzidas pela E. coli QH4 com variacdo na fonte

de carbono.
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Fonte: Autor

Assim como na producdo da metoxifenazina (PMO), a fonte de carbono xilose destaca-
se na producgdo da endofenazina A, obtendo-se uma concentracdo final levemente superior a
200 mg.L™. O mesmo foi observado em trabalhos anteriores realizados pelo grupo (NEVES,
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PARANHOQOS, SILVA 2022), como na producdo da fenazina-1-carboxiamida (PCN). Por se
tratar de uma fenazina terpendide, um aspecto crucial para a biossintese da endofenazina A
é a disponibilidade do precursor DMAPP. Sdo conhecidas duas vias metabolicas para a
sintese dos precursores IPP e DMAPP para sintese de isoprendides, sendo a via do
mevalonato (MEV) presente em eucariotos, e a via da desoxixilulose-5- fosfato (DXP)
encontrada em procariotos, com algumas excecdes. Em plantas, ambas as vias estdo
presentes (MARTIN et al., 2003).

Enquanto alguns autores tentaram otimizar a via DXP, naturalmente presente em E. coli,
para producdo de carotendides neste chassis, Martin e colaboradores (2003) realizaram a
expressdo da via MEV de S. cerevisiae em E. coli para evitar oS mecanismos nativos de
controle da via DXP que limitam a producéo dos precursores IPP e DMAPP emE. coli. Neste
trabalho, optamos por adotar a estratégia de Martin et al., (2003) para a sintese do precursor
DMAPP, e a produgdo da endofenazina A foi realizada com sucesso. Recentemente, Liu et
al. (2022), realizaram a producdo da endofenazina A em Pseudomonas chlororaphis P3 a
partir da expressdo do gene ppzP de S. anulatus. P. chlororaphis produz naturalmente a
fenazina precursora PCA e também o precursor DMAPP pela via MEV, e 0s autores
alcancaram a producéo de 279,43 mg.L™ do produto de interesse.

ApoOs a realizacdo do cultivo da endofenazina A, foi realizado a analise em
espectrometria de massa para identificacdo da molécula alvo, em que foi possivel identificar
a molécula com as transicdes de 293,03 - 259,14 cone: 40 V CE: 32 V e 293,03 - 231,44
cone: 40 V CE: 32 V. Na figura 32 tem-se um espectro de massas de ions produtos referentes

a fragmentacéo da massa 293,03 Da.
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Figura 32 - Espectro de massas de ions produtos referente a fragmentacdo da massa 293,03 Da
(Endofenazina A) utilizando energia de colisdo de 32 V.
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Fonte: Autor.

Na figura 33 (A), pode-se visualizar os cromatogramas resultantes da analise por CLAE,
que revelaram a presenca da molécula 1-metoxifenazina (PMQ), conforme evidenciado pelo
pico distintivo de absor¢do em um tempo de retencédo de 10,2 minutos, o pico a seguir, pode
ser referente a fenazina-1-acido carboxilico (PCA), que € sua precursora.

Ja na figura 33 (B), percebe-se a presenca da endofenazina A, com tempo de retencao
de 13,7 minutos. Além disso, a comparacdo dos cromatogramas permitiu observar diferencas
significativas nos padrdes de eluicdo e na intensidade dos picos, indicando variagdes na
composicdo ou na concentracdo dessas moléculas. Com o padrdo € possivel confirmar a

producdo de ambas as fenazinas com sucesso.
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Figura 33 - Cromatogramas das Fenazinas produzidas. Tempo total de 25 minutos de eluicdo. A)
Comparacdo do tempo de retencéo da 1-metoxifenazina (PMO), produzida de forma heter6loga por E. coli
QH4 com padréo comercial (10,2 min). B) Comparacéo do tempo de retencdo da endofenazina A, produzida
de forma heterdloga por E. coli QH4 com padrdo comercial (13,7 min). O tempo esta destacado na cor
vermelha.
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Fonte: Autor.
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6 CONCLUSAO

Foi possivel realizar a construcdo de plataformas microbianas baseadas em
Escherichia coli para a producdo de diferentes fenazinas, como a metoxifenazina e a
endofenazina A. No caso da metoxifenazina, a hipotese de que a enzima laphzM de
Lysobacter antibioticus, que realiza a metilagdo ndo seletiva de grupos hidroxilas, poderia
converter a 1-hidroxifenazina em PMO foi confirmada, e a linhagem produtora foi capaz de
produzir o produto de interesse em concentracbes semelhantes a da fenazina precursora
PCA.

Jé para a endofenazina A, o gene ppzP de S. anulatus se mostrou funcional em E.
coli para adicionar o grupo prenil na fenazina precursora. Além disso, a estratégia de
incrementar a disponibilidade do grupo DMAPP, pela expressdo heterdloga da via do
mevalonato de S. cerevisae, possibilitou a producdo da fenazina prenilada em concentracdes
semelhantes a obtida por uma linhagem de Pseudomonas otimizada para producdo deste
composto. Com estudos de otimizacdo da linhagem de E. coli produzida neste trabalho e
avaliacdo de parametros de processo, deve ser possivel atingir niveis ainda mais altos de
producédo da endofenazina A.

Com relacdo aos parametros de processo avaliados para a producdo da
metoxifenazina, observou-se que a linhagem QH4, que apresenta delecdo em uma via de
consumo de corismato, apresentou uma performance muito superior as demais linhagens de
E. coli avaliadas, possivelmente por apresentar uma maior disponibilidade do precursor
corismato utilizado na biossintese das fenazinas. Em relacdo a concentracdo do indutor
IPTG, ocorreu pouca variacdo nas concentracdes finais das fenazinas produzidas, porém 1
mM teve a mais alta concentracdo de fenazina produzida, além dessa concentracao ja ser
adotada como padrdo no grupo de pesquisa.

Acerca da fonte de carbono avaliada neste trabalho, a xilose apresentou melhores
resultados que a glicose e o glicerol quanto a producdo das moléculas alvos, com uma
concentracio de 205 mg.L™ para a endofenazina A e de 421 mg.L? para a metoxifenazina.

Entender bem esses compostos € crucial para desenvolver nova tecnologias, como
medicamentos, materiais, entre outras aplicacdes. 1sso ressalta a importancia continua da
pesquisa da 1-metoxifenazina e endofenazina A, além de diversas outras fenazinas, que
surgem como candidatos promissores para estudos futuros, oferecendo insights valiosos que

tém o potencial de impulsionar avangos significativos na ciéncia e na sociedade em geral.
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7 SUGESTAO DE TRABALHOS FUTUROS

e Realizar o sequenciamento de todos os plasmideos construidos, com o intuito de
confirmar as clonagens.

e Repetir a técnica de recombinacdo homéloga para clonagem dos insertos esmA1l e
esmA2 no vetor pETM7_phzFCDE, tendo em vista sua importancia como precursora de
outras fenazinas, alem de avaliar o uso do kit NEBuilder® HiFi DNA Assembly Master Mix
para promover essa clonagem.

e Realizar cultivos adicionais das linhagens produtoras das fenazinas para avaliar a
influéncia de diferentes parametros de processo na formacdo do produto, além de ampliar a
escala de producdo para biorreatores de bancada.

o Realizar a clonagem de genes acessorios, como laphzS e laphzNOZ1para producao
de outras fenazinas a partir dos precursores PCA e PDC.
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