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introducao

Enzimas sdo proteinas capazes de realizar reagoes
quimicas e sdo largamente utilizadas em diversas areas
da sociedade. As aplica¢des incluem desde processos
industriais - como na produgdo de alimentos, biocom-
bustiveis e tecidos - até aplica¢des terapéuticas mais
complexas, como biofarmacos (eg: Asparaginase, usado
no tratamento de Leucemia Linfoblastica aguda). O
mercado mundial de enzimas foi avaliado em U$ 4,2
bilhdes no ano de 2014 e o crescimento esperado é de
7% ao ano entre 2015 e 2020 (1).

Enzimas sdao amplamente estudadas e aplicadas no
mundo e diversas tecnologias sdo desenvolvidas visan-
do ampliar seu espectro de aplicagdo. Por exemplo, a
bioprospec¢ao em extremofilos busca enzimas resis-
tentes as mais diversas condi¢oes ambientais. Ja a
evolucdo dirigida visa adicionar ou remover carac-
teristicas da enzima, como aumento da velocidade de
reagdo. Outras linhas de pesquisa direcionam seus
esforcos em técnicas de imobilizagdo em diferentes
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A imobiliza¢ao de enzimas em matrizes insolaveis
possibilita aumentar a produtividade de processos
industriais e reduzir custos. Além disso, permite apli-
cacoes inovadoras. A escolha da matriz varia de acordo
com a aplicagdo e a unido matriz-enzima se vale de
diferentes estratégias, desde interagdes eletrostaticas até
ligacdes covalentes. Nesse contexto, as teias de aranha
podem ser utilizadas na imobilizagdo de enzimas.
Proteinas de teia variam em composi¢ao, estrutura e
propriedade de acordo com a composi¢do de dominios
presentes em sua sequéncia, assim caracteristicas fisicas,
quimicas e biologicas podem ser moduladas variando os
dominios empregados de acordo com a finalidade
desejada (eg: aumentar a resisténcia a tensdo ou a elasti-
cidade) (3). Esse polimero possui naturalmente boas
caracteristicas em termos de elasticidade, tensdo, adesao,
resiliéncia, biocompatibilidade e baixa degradacao,
todas propriedades interessantes para uma matriz de
imobilizacao (3).

matrizes, buscando aumentar a estabilidade, recuper-
acdo e reciclabilidade dessas moléculas (2).
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projeto

O projeto consiste na produgdo proteinas de teia de aranha para a imobilizacao de enzimas - como
endolisinas - em um polimero proteico similar a uma seda, expresso em microalgas recombinantes.
Endolisinas é um grupo de enzimas capaz de combater bactérias resistentes a antibioticos, como
MRSA, VRSA e VISA (4), problemas graves e recorrentes em hospitais. Terapias baseadas em fagos
estdo sendo avaliadas como op¢ao terapéutica, como o teste clinico que esta sendo realizado na Bélgica
(5). A principal molécula ativa - endolisina - vem sendo estudada como uma nova classe de agentes
antimicrobianos capazes de provocar a morte de bactérias por disruptura da parede celular (4). Varios
estudos demonstram o seu potencial terapéutico em modelos de infec¢des em animais e ndo tém sido
reportado efeitos adversos. Entre as endolisinas estudadas temos a chamada MV-L que mostrou-se
ativa contra Staphylococcus aureus - um dos principais patéogenos presentes em infec¢des (6) - incluin-
do suas linhagens resistentes a antibidticos. Essas enzimas tém o potencial de aplicagdo em queimadu-
ras, onde ha susceptibilidade a colonizagdo de microrganismos oportunistas (5). Associadas as teias, sua
acdo antimicrobiana podera atuar sinergicamente com a atividade nativa de teias nos processos de
regeneracae celular da pele (7).
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figura 01. Esquema das construgdes génicas a serem inseridas e expressas em microalga. A microalga transformada ira
conter genes que codificam proteinas de seda, produzindo-as sem associagio com endolisinas. Sera também transformada
com uma sequéncia de DNA hibrida formada por genes proteinas de teia e genes de endolisinas. 1: sequéncias génicas
codificadoras de endolisinas provenientes de bacteriéfagos. 2: sequéncias génicas codificadoras de proteinas de seda
provenientes de aranhas.

funcionamento do sistema

//plataforma e construcao génica

O microrganismo que sera utilizado no projeto ¢é a
microalga Chlamydomonas reinhardtii, organismo
modelo em recombina¢do génica e com alto contetido
CG (Citosina e Guanina) em seu genoma, caracteristica
favoravel a expressdo das proteinas de teia de aranha
que possuem alto contetido CG (~80%). Além disso, é
possivel obter produtos finais a precos competitivos,
visto que o custo médio estimado de seu cultivo é de
US$0,002 por litro (8), comparado aos U$0,005 para
plantas e US$150 para células de mamiferos (9). Em
adicao, temos a possibilidade de secrecao das moléculas
desejadas para o meio extracelular, facilitando o pro-
cesso de captura e purificagdo de proteinas alvo. Entre
outras vantagens associadas a aplica¢ao de microalgas
na producio de proteinas recombinantes, temos a
facilidade na obtengdo de linhagens transgénicas
estaveis, escalonabilidade e auséncia de contaminagdes
por agentes patogénicos durante seu cultivo. Sao
também intituladas “GRAS” (Generally recognized as

safe) (8).
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PROMOTOR

Sabemos que as fibras de teias sdo polimeros proteicos
e que para serem polimerizadas necessitam de domi-
nios N e C terminais intactos, embora a regiao central
possa apresentar sequéncias alternativas aquelas encon-
tradas em suas formas nativas, permitindo constru¢oes
génicas conforme a aplicagdo desejada. Nesse projeto
optamos por colocar a endolisina na regido central
como um modelo dessa plataforma de imobilizagao de
enzimas, cujo objetivo é desenvolver um curativo
biossintético com propriedades antimicrobianas para
aplicacdo em pacientes queimados. Contudo, outras
proteinas podem ser imobilizadas nesse sistema e
aplicadas industrialmente como: lactase com potencial
para industria de alimentos para degradacao seletiva de
lactose no leite; lipases com aplicagdes na industria de
alimentos e biocombustivel; dominios funcionais para
processos de purificagdo como o dominio de ligacao de
albumina (ABD), de avidina (AvBD) e de imunoglobi-
na G (ImGBD).
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figura 02. Esquema da sequéncia hibrida de DNA a ser inserida na microalga.

Promotor: iniciador do processo de transcrigao. RBS (“ribossomal binding site”): regido de ligagdo de ribossomos necessarios ao processo
de tradugao. NTD (“N-terminal domain”): sequéncia codificante da regido N-terminal proteica. Construgao de interesse: genes a serem
inseridos na regido central da sequéncia codificante de proteinas de seda, como de endolisinas. CTD: (“C-terminal domain”): sequéncia
codificante da regiao C-terminal proteica. STOP: cédon de parada de tradugao.

//problemas a serem resolvidos

O principal desafio cientifico a ser enfrentado pelo projeto é a expressao de proteinas com alto contetido de repeti¢des
nucleotidicas de citosina e guanina. Alguns sistemas de expressao heterélogos - como Escherichia coli - apresentaram
dificuldades em sua expressao, porém a habilidade de lidar com esse tipo de sequéncia torna a Chlamydomonas
reinhardtti uma possivel solu¢ao.

Além disso, o escalonamento e custo final do produto sdo fatores importantes considerando os possiveis produtos a
serem desenvolvidos a partir desse projeto, como as endolisinas imobilizadas em seda para a aplicacdo em queimadu-
ras. Pois, produtos de aplicagdes médicas possuem altos valores finais aumentando as chances de alcancar a sustentab-
ilidade econémica do projeto. Outras aplicagdes terdo valores finais menos favoraveis porém apresentam volume de
mercado muito superiores, tornando um sistema barato e escalonavel como microalgas essencial novamente. Apli-
cagOes para a industria de biocombustiveis (U$ 1,5 trilhdes) e a propria industria téxtil de sedas sdo bons exemplos.
Nesse caso, o desafio consiste em conseguir alta produtividade dessas proteinas para atingir valores competitivos. A
estratégia de iniciar com um produto de maior valor agregado permite testar a viabilidade do processo e estimar com
maior embasamento a aplicagdo para outros mercados. Uma estimativa do custo de producao da grama da proteina
de teia expressa em microalgas alcangou valores de U$ 0,07-0,35 em diferentes modelos de fotobioreatores. Essa
estimativa foi baseada em uma andlise tecno-econdmica de sistemas de produgdo de microalgas (10) e em valores
médios de produgao de proteinas nesse sistema, sem considerar etapas de captura da proteina. Para colocar em
perspectiva, a grama da seda crua custa na ordem de U$ 0,04-0,06/grama (11).

Em resumo, pretendemos desenvolver um sistema personalizavel para imobilizagdo de proteinas de interesse em teia
de aranha recombinante com propriedades modulaveis as aplicagdes desejadas. Utilizando um sistema de expressdo
de proteinas heter6logas ideal para a complexidade das proteinas de teia, além de barato, escalonavel e com alto
potencial de otimizagao.



