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Resumo

Atualmente, os pesticidas sdo uma das maiores
fontes de poluigdo no oceano, uma vez que os
organofosfatos, parte da sua constituicdo, sdo
praticamente insolGveis em dgua e tém tendéncia
para se bioacumularem. Estes compostos téxicos
ameacam, significativamente, tanto a vida
aqudtica como a salide humana. Face a este
problema, o obstaculo imposto foi como reduzir a
quantidade e o impacto dos pesticidas em
diversos ecossistemas, uma vez que ndo foi
encontrada nenhuma solu¢gdo na literatura. O
projeto visa uma abordagem inovadora, que
consiste em criar um produto (liquido ou spray) a
partir da enzima opdA, produzida em
cianobactérias geneticamente modificadas para
este fim, cuja funcdo é hidrolisar organofosfatos.
Inicialmente fez-se uma pesquisa cientifica e a
partir desta selecionou-se o par enzima-substrato
adequado para utilizar na prova-conceito, bem
como o método andlitico ideal para analisar as
substdncias em laboratério. O método proposto
envolve a utilizagGo de colénias de E. coli para
conservagdo dos plasmideos com o gene da opdA
inserido; utilizagdo da técnica PCR para amplificar
o gene e infrodugdo desse mesmo num plasmideo,
com o auxilio de primers desenhados

especificamente para essa finalidade, compativel
com a cianobactéria a ser utilizada; cromatografia
de gds para andlisar a reagdo de degradagdo,
mais especificamente as concentracdes de
reagentes e produtos de reagdo. De acordo com
as investigacbes feitas até agoraq, os resultados
esperados sdo produzir eficazmente a enzima
opdA em cianobactérias e que esta consiga
degradar eficientemente os organofosfatos no
oceano. Até ao momento, todos os procedimentos
tém demonstrado os resultados esperados.
Palavras-chave: opdA, organofosfatos,
cianobactérias, enzimas.
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Introducao

Atualmente, os pesticidas sdo das maiores fontes
de poluicdo dos ambientes marinhos. Devido ao
continuo aumento da atividade agricola, de modo a
acompanhar o crescimento industrial, torna-se
cada vez mais recorrente a chegada destes
poluentes a qualquer meio marinho, através do
desaguar de rios, por exemplo. No seguimento
deste contexto, o projeto iniciou-se, em parceria
com o CIIMAR, andalisando o artigo de revisdo sobre
biorremediacdo  enzimdtica de compostos
organofosforados, (Thakur et al., 2019). O objetivo
desta pesquisa inicial foi selecionar o par enzima-
substrato (pesticida) adequado a utilizar na prova-
conceito a realizar, bem como o melhor método
analitico para andlisar as substdncias em
laboratério. A conselho dos cientistas, focou-se em
duas das enzimas presentes no artigo acima
mencionado: OpdA (Anderson et al., 2011; Bird et al.,
2008; Horne et al., 2002;_Jackson et al., 2014;_Scott
et al., 2011) e a PTE (Bigley et al., 2019; Ghanem and
Raushel 2005;_Merone et al.,_2005). A partir do
estudo dos artigos cientificos relacionados a
ambas, concluiu-se quais os pesticidas mais
frequentemente usados e por isso com mais chance
de terminarem o seu trajeto no meio aqudético, pelo
que os trés selecionados foram

o Diazindo, o ParatiGo e o Clorpirifés; como a
enzima OpdA era a mais estudada e a que
apresentava uma relagdo mais forte com os
pesticidas selecionados foi também a escolhida. O
processo de producdo de enzimas teria ainda de
ser feito através de cianobactérias [Anabaena sp.
PCC 71201, para uma semelhangca mais préxima
com o ambiente de atuagdo do produto, pelo que
ainda foi feita uma investigacdo de enzimas
homélogas a@ OpdA em cianobactérias (NCBI),
sendo que optamos por utilizar a
Phosphotriesterase [Cyanothece sp. SIOTEN por
ser a mais adequada a nivel de homologia. Com
todos os materiais a ser utilizados definidos, os
cientistas  idedlizaram os  procedimentos
laboratoriais a seguir, seria necessdrio retirar os
genes pretendidos de um plasmideo e inseri-los
novamente noutro compativel com a cianobactéria
usada, através de técnicas de PCR e
transformagcbes em E.coli, de seguida sera feita
uma conjugacgdo bacteriana, de modo a introduzir
o Gltimo plasmideo na cianobactéria para as
enzimas necessdrias serem produzidas.



Procedimento

Iniciamos o trabalho prédtico com a insergdo dos
plasmideos, com os genes que permitem a
producdo da enzima OpdA e Opda_cyano, em
E.coli - transformagdo. Seguidamente utilizamos a
técnica PCR a diferentes temperaturas de modo a
perceber qual seria a temperatura ideal para a
amplificagdo dos genes. Por meio da eletroforese e
observagdo do gel, obtivemos as temperaturas de
622C. para ambos os genes.

N
Figura 1: Eletroforese e PCR

Com a temperatura anteriormente estudada
efetuamos novamente a técnica de PCR para
obtermos uma maior quantidade de ADN e o
isolamento dos genes desejados. Repetimos a
eletroforese, de modo a verificarmos o sucesso da
amplificagdo a existéncia de possiveis
contaminacdes e, posteriormente, purificamos o
ADN e medimos a sua concentragdo.

Incluimos, por complementaridade de bases, os
genes, anteriormente isolados e obtidos no PCR,
no plasmideo compativel com as cianobactérias,
com o auxilio de primers especificamente
desenhados. Posteriormente, realizamos uma nova
transformagdo em EColi do plasmideo
anteriormente mencionado. Extraimos as colénias
de E.coli selecionadas e por via da técnica de PCR
e posteriormente eletroforese, verificamos a
incorporacdo dos plasmideos com os nossos
genes nas mesmas. Extraimos e isolamos
novamente os plasmideos das células e medimos
as concentracdes de ADN.



Figura 2: Selegéo das colénias isoladas de E.Coli

Depois de isolados, introduzimos os plasmideos
em células especializadas de E.Coli, que nos vdo
auxiliar no processo de transferéncia do
plasmideo das células de EColi para a
cianobactéria -conjugacdo.  Seguidamente,
preparamos os meios de cultura que serdo
utilizados para o processo de crescimento das
cianobactérias e de conjugacdo na cdmara de
fluxo laminar, evitando qualquer contaminagdo.

Figura 3: Camara de fluxo laminar com as placas de Petri

Finalmente fomos capazes de efetuar o processo
de conjugacdo, juntando as E.Coli, que contém os
plasmideos, com as cianobactérias a utilizar,
seguindo-se atualmente o periodo de crescimento
das mesmas nos meios de cultura apropriados




Resultados

ohddl-audéd

Perante o procedimento até ao momento efetuado,
os resultados foram os desejados: as colénias de
E.Coli cresceram como o esperado (Figura 5), com a
amplificagdo e andlise através da eletroforese
identificamos uma temperatura mais eficiente para
o processo (Figura 6), verificamos a pureza das
amostras do ADN (Figura 7), as incorporagdes dos
plasmideos foram bem sucedidas e prevemos um
resultado positivo para a conjugagdo (Figura 8).

Figura 6: Identificac@o da temperatura mais adequada para a
ampliagdo de ADN, através de técnica de eletroforese.

Figura 8: Colénias em E.coli contendo o plasmideo compativel
a cianobactéria com os genes opdA e opdA-cyano inseridos.

Figura 5: Transformacdo em E.coli dos genes opdA e opdA-
cyano.

Figura 8: Conjugacdo.



Discussao/Conclusao

De acordo com os estudos e investigagOes
efetuadas até ao momento, é fundamental ressaltar
o sucesso dos resultados dos procedimentos
realizados que se verificou. Através do protocolo
idealizado por cientistas, que envolve a inser¢do do
gene OpdA num plasmideo compativel com a
cianobactéria, e a insergdo do mesmo através de
uma conjugagdo bacteriana, de forma que esta
produza a enzima desejada e através da
cromatografia gasosa (GC) analisar a reagdo da
mesma com compostos organofosforados, é de
esperar uma eficdcia total dos resultados. Prevemos
assim, a produgdo eficaz da enzima OpdA em
cianobactérias, de modo que esta seja eficiente na
degradacdo dos compostos organofosforados
presentes no oceano.
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