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Resumo

Ribeiro, Beatriz M?(1); Pacheco, José Bernardo(1); Filipe, M? Carolina(1); Monteiro, M Eduarda(1)
(1) - Escola Secundaria da Maia, 12°A

O projeto P.A.C.M.A.N (PETase de Ac¢do Contra Microplasticos Atualmente Nocivos)
propde uma solucdo inovadora para o problema da presenga de microplasticos no interior
do corpo humano. Em média, uma pessoa podera consumir 5g de plastico por semana.(Wit
& Bigaud, 2019). De acordo com Maciel F. L. et al. (2020), a descoberta da Ideonella
sakaiensis tem potencial importancia para a degradagcdo de plasticos PETS; devido a
enzima PETase sintetizada pela mesma. O projeto visa modificar geneticamente bactérias
E.coli (bactéria natural a flora intestinal) para sintetizar PETase, com a introdugédo de um
vetor de expressado do gene da enzima proveniente da ldeonella sakaiensis. Em laboratério,
com a parceria do 13S, foi verificada a sobrevivéncia das bactérias modificadas, e que estas
expressam o gene da PETase. Ao observar se ocorre o processo de degradagao quimica do
plastico PET e formacado de produtos, observar-se-a a funcionalidade da enzima. Nos
passos finais, o projeto passara a fase de camuflagem da enzima (para que o organismo
nao a reconhega como exdgena), e, finalmente, testar a possibilidade destas bactérias
serem introduzidas no corpo humano, para assim digerir microplasticos que sao ingeridos,
antes de serem absorvidos para o meio interno. Os resultados obtidos irdo corroborar a
hipétese de introducao das bactérias no corpo, ou rejeitar esta experiéncia como solugao
para o problema.
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1. Introducao

Os plasticos, polimeros sintéticos amplamente utilizados pela sua durabilidade e
baixo custo, vém acumulando-se no meio ambiente em propor¢des alarmantes. A
fragmentagéo destes materiais origina microplasticos (MPs), definidos como particulas com
menos de 5 mm, que hoje estdo presentes desde regides urbanas até ambientes remotos,
como os oceanos Artico e Antartico (Waller et al., 2017; Peeken et al., 2018). A origem dos
MPs pode ser primaria, oriunda de produtos como cosméticos e fibras téxteis, ou
secundaria, pela degradacdo de macroplasticos por abrasao fisica e radiacao UV (Cunha et
al., 2020a; 2020b).

Estas particulas, devido ao seu tamanho reduzido, sdo facilmente ingeridas por
organismos marinhos e transferidas pela cadeia tréfica, acumulando contaminantes
quimicos e bioldgicos, afetando a expressdo genética, a toxicidade e a mortalidade de
espécies aquaticas (Wright et al., 2013; Besseling et al., 2015; Lagarde et al., 2016;
Bergami et al., 2017). O impacto dos MPs ja foi comprovado em organismos de importancia
ecologica e econdmica, como peixes marinhos destinados ao consumo humano (Silva,
2020). Além disso, os MPs ja foram encontrados na placenta humana, indicando uma
penetracado sistémica (Ragusa et al., 2021).

A ingestdo de MPs pelo ser humano pode ocorrer por meio da alimentagédo e da
agua, e ainda que os seus efeitos a longo prazo nao estejam completamente esclarecidos,
evidéncias apontam para impactos inflamatérios e imunolégicos relevantes (Pereira et al.,
s.d.; de Almeida Carvalho et al., 2024). Diante da limitada eficacia dos sistemas de
tratamento de aguas residuais, que nao conseguem reter adequadamente MPs (Sun et al.,
2019, é urgente o desenvolvimento de estratégias inovadoras e sustentaveis de mitigacao.

E nesse contexto que se insere o projeto P.A.C.M.A.N (PETase de Agdo Contra
Microplasticos Atualmente Nocivos). A proposta apresenta uma solugao biotecnoldgica,
com o objetivo principal de neutralizar, diretamente no organismo humano, os efeitos
nocivos causados pela ingestdo de microplasticos. Por meio da modificacdo genética de
cepas da bactéria Escherichia coli, pretende-se expressar a enzima PETase no intestino,
permitindo a degradacdo dos microplasticos in situ, ou seja, antes de serem absorvidos,
acumularem-se e causar danos a saude.

A PETase, enzima originalmente produzida pela bactéria Ideonella sakaiensis,
possui a capacidade de degradar o polimero PET (polietileno tereftalato) em compostos
mais simples e potencialmente menos nocivos, como o MHET (Vasconcelos, 2021). Ao
adaptar essa atividade enzimatica para atuar dentro do corpo humano, o projeto busca
reduzir a carga toxica destas particulas, mitigando os riscos sistémicos e prevenindo a
bioacumulacgao cronica.

O grande diferencial do projeto reside na sua abordagem preventiva e terapéutica,
integrando avangos da biologia sintética & promog¢&o da saude humana e a protegdo dos
ecossistemas marinhos. O PA.C.M.AN visa, assim, construir um protétipo funcional e
seguro, testando ndo apenas a eficiéncia da degradagdo dos MPs, mas também a
biocompatibilidade da enzima e o metabolismo dos subprodutos gerados. Em colaboragao
com o Instituto de Investigacdo e Inovacao em Saude (i3S), o projeto responde de forma
inovadora e viavel aos desafios impostos pela poluicdo marinha.

2. Objetivos do projeto
2.1. Objetivos gerais
Desenvolver um  protdtipo  biotecnolégico baseado em bactérias
geneticamente modificadas para expressar a enzima PETase no intestino humano, visando

a degradagao in situ de microplasticos ingeridos e a prevenc¢ao dos seus efeitos toxicos no
organismo.

2.2. Objetivos especificos



O primeiro passo do projeto, e até o momento a unica fase concluida, consiste na
modificagdo genética de cepas de Escherichia coli para que possam expressar de forma
estavel a enzima PETase, responsavel por degradar o plastico PET.

Em seguida, sera avaliada a atividade enzimatica da PETase frente a particulas de
microplasticos do tipo PET. Esta etapa permitira observar a eficiéncia da degradacgéo e a
formacao de produtos da reacido quimica do processo.

Posteriormente, sera realizado um estudo sobre a estabilidade das bactérias
modificadas, a sua capacidade de colonizagao intestinal e os parametros de biosseguranca
necessarios para garantir que o seu uso nao represente riscos a saude. Paralelamente,
serao investigados os efeitos fisioldgicos e imunolégicos da presencga dos subprodutos da
degradacdo, como o MHET, com o intuito de compreender as suas intera¢cdes com o
organismo humano.

Por fim, sera elaborado e testado um protétipo que simule o funcionamento do
sistema proposto. Esse protétipo servira para validar a aplicagao terapéutica do projeto,
oferecendo uma solugao biotecnoldgica viavel para combater a acumulagdo microplastica
no interior do corpo humano.

3. Metodologia
3.1 Transfecao da PETase em E. coli

Esta etapa foi realizada por meio da introdugdo de um plasmideo contendo o gene
da enzima PETase na bactéria, permitindo que ela expresse essa enzima ao crescer em
meio de cultura. Em seguida, foi feita a semeadura em placa de Petri com meio de agar, a
fim de selecionar coldnias visiveis.

Na sequéncia, realizou-se o crescimento das bactérias em meio LB (Luria-Bertani),
um caldo nutritivo que favorece o crescimento e permite a produ¢gdo em maior escala da
PETase. Esta etapa envolveu um pré-inéculo, onde uma colénia foi selecionada da placa e
inoculada em meio liquido durante a noite, seguido pelo inéculo propriamente dito, em que a
cultura foi transferida para uma maior quantidade de meio LB, promovendo o crescimento
exponencial das bactérias.

3.2 Medicao da densidade ética

A densidade otica (OD) foi entdo monitorada utilizando um espectrofotometro,
indicando a concentragao celular no meio. Esta analise é crucial para determinar o melhor
momento de induzir a expressdo da PETase. Para isso, foi utilizado o IPTG
(isopropil-B-D-tiogalactosideo), um indutor quimico que se liga ao repressor lacl, liberando o
promotor lac e ativando a transcricao do gene PETase. A indugao foi realizada quando as
células atingiram a OD ideal, assegurando que estivessem em crescimento ativo e,
portanto, produzissem maior quantidade da proteina.

3.3 Eletroforese

Para confirmar a expressdo da PETase, foi realizada uma eletroforese em gel de
poliacrilamida. Esta técnica baseia-se na migracao de proteinas nhum campo elétrico através
de uma matriz porosa, no caso, o gel. As proteinas sdo previamente tratadas com SDS, um
detergente aniénico que as desnatura e confere carga negativa proporcional ao seu
tamanho. Assim, ao serem aplicadas no gel e submetidas a corrente elétrica, as proteinas
migram em direcdo ao podlo positivo, sendo separadas exclusivamente pelo seu peso
molecular. Quanto menor a proteina, maior a sua mobilidade no gel. Posteriormente, o gel
foi corado com Azul de Coomassie (Figura 2), um corante que se liga as proteinas e permite
visualizar a presenca da PETase através da observacao de uma banda na regido esperada
do gel (Figura 3). Essa confirmagdo marca a conclusao da etapa de produgéao e verificagao
da enzima, que sera utilizada nas préximas fases do projeto para os testes de degradacao
de microplasticos.



Figura 1. Pipetagem das amostras para o pogo do gel, para a eletroforese.
Neste caso, estava a ser pipetado o marcador de densidade.

Figura 2. Agitacdo de 1h do gel apés 1h30 das amostras em eletroforese
em conjunto com o corante Azul de Coomassie para se observar os resultados da
eletroforese.



Sintese de
PETase

Figura 3. Eletroforese em gel evidenciando a expressao da enzima PETase por E.
coli transformada. A banda correspondente a PETase esta destacada na faixa de peso
molecular previsto.

4. Discussao/Conclusao

O presente trabalho permitiu validar a etapa inicial do projeto P.A.C.M.AN,
confirmando a modificagdo genética bem-sucedida de Escherichia coli para expressao da
enzima PETase. A confirmagdo da presenga da enzima foi realizada por meio da
eletroforese em gel SDS-PAGE e coloragdo com Azul de Coomassie, evidenciando uma
banda compativel com o peso molecular da PETase esperada. Este resultado representa
um passo promissor dentro da proposta do projeto, indicando que a enzima pode ser
sintetizada pelas bactérias modificadas.

A indugdo com IPTG mostrou-se eficaz, permitindo controlar o momento da
expressao enzimatica apds o crescimento celular ideal. Essa capacidade de regulagéo é
essencial para futuras aplicagbes em ambientes bioldgicos, onde a expressao precisa ser
eficiente e segura. No entanto, nao foram ainda realizados os testes de degradagao do PET
para verificar a funcionalidade da enzima produzida pelas E. coli modificadas nem estudos
de biocompatibilidade com o hospedeiro, etapas que permanecem como metas futuras.

Na fase seguinte, estava prevista a encapsulagcao das bactérias para garantir sua
estabilidade, viabilidade e libertagcado controlada no tubo digestivo . Embora esta etapa nao
tenha sido iniciada, duas metodologias estdo atualmente em avaliagcdo como alternativas
viaveis. A técnica Layer-by-Layer (LbL), baseada na deposigcéo alternada de polimeros
sobre nucleos de carbonato de calcio posteriormente dissolvidos com EDTA, foi destacada
em estudos por preservar a viabilidade celular e controlar a porosidade das capsulas (Zhao
et al., 2012; Sukhorukov et al., 2001; Reis, 2021). A segunda metodologia considerada ¢ a
liofilizagdo, técnica que envolve o congelamento e subsequente secagem por sublimagao,
podendo ser associada a encapsulantes como alginato de calcio e crioprotetores como
trealose, eficazes na preservacédo da morfologia e viabilidade de E. coli (Man et al., 2001).

Apesar de o protétipo ainda nao ter sido construido, os resultados obtidos sustentam
a viabilidade do conceito e apontam caminhos sélidos para seu desenvolvimento. O avango
técnico registado até o ponto de interrupcdo do projeto reforca o carater inovador da
proposta e a relevancia de solugbes baseadas em biotecnologia para o enfrentamento da
poluicao plastica. O P.A.C.M.A.N apresenta potencial para se tornar uma abordagem
disruptiva, capaz de integrar saude publica, inovagao cientifica e preservacao ambiental,
alinhando-se aos principios defendidos pelo Concurso Atlantico Junior.
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